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CAPÍTULO 1 

Introducción 

1.1 El micetoma y su patogénesis 

El micetoma es una Infección crónica de la piel y de los tejidos subyacentes con 

tendencia a afectar huesos. Se caracteriza por un aumento de volumen 

relativamente indoloro y fístulas a través de las cuales se elimina pus y granos, 

constituidos por filamentos. Los agentes causales son de origen exógeno y pueden 

ser hongos (eumicetoma) o bacterias Actinomycetales (actinomicetoma)»1. 

En la actualidad, se sugiere que más de 56 microorganismos diferentes (bacterias 

y hongos) son agentes causantes de micetoma. A algunos de los cuales se han 

encontrado en el suelo o en el intestino y los moldes de lombrices de la tierra, lo que 

sugiere que su nicho principal es el suelo2. 

Los microorganismos causantes de la infección penetran los tejidos cutáneos y 

subcutáneos a través de traumas menores (como un pinchazo de espina, una astilla 

de madera o un corte de piedra)3. El micetoma comienza como una pequeña y dura 

tumefacción o nódulo (probablemente en el lugar de un pinchazo de espina u otra 

brecha en la piel) que evoluciona para formar microabscesos que descargan un 

exudado purulento a través de las fístulas de la piel. El exudado contiene gránulos 

formados a partir de los filamentos de los organismos causantes que son el centro 

de la actividad inflamatoria. Sorprendentemente, incluso en la enfermedad crónica, 

generalmente no hay dolor ni manifestaciones sistémicas; sin embargo, los 

síntomas respiratorios y neurológicos, entre otros, pueden manifestarse cuando la 

enfermedad afecta el tórax, la cabeza y el cuello, o la columna vertebral.4 

Finalmente, la masa sólida causa la destrucción del tejido, así como la deformidad 

y la pérdida de la función2,5. 

El resultado de la infección está determinado por el microorganismo, el sitio de la 

infección y los factores del hospedero que incluyen las respuestas inmunitarias y el 

estado hormonal2. 
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En general, el micetoma involucra aquellas partes del cuerpo que entran en contacto 

con el suelo. El pie y la mano se ven afectados en el 84% de los casos, seguidos 

de otras partes de la pierna o el brazo (10%). El perineo, el abdomen, el tórax, la 

cabeza, el cuello y la cavidad oral están involucrados con menos frecuencia (menos 

del 1%). En México, la espalda es el segundo lugar más común porque los 

trabajadores rurales llevan madera y troncos en sus espaldas2. 

En todo el mundo, alrededor del 60% de los casos son causados por actinomicetos, 

mientras que el resto son causados por verdaderos hongos. Las especies de los 

géneros Nocardia, Streptomyces y Actinomadura son los principales agentes 

causales del actinomicetoma6. 

El Actinomicetoma se disemina lentamente hacia áreas adyacentes y, en algunos 

casos, puede propagarse por diseminación linfática o hematológica4. Las lesiones 

metastásicas pueden ocurrir en varias estaciones de ganglios linfáticos, que pueden 

volverse supurativas3. 

Debido a la cronicidad de esta patología y a las secuelas incapacitantes, se 

considera que es un problema de salud principalmente de zonas rurales que debe 

ser atendido con mayor interés por las instituciones de salud4. 

 

1.2 Epidemiología del Micetoma 

El micetoma es un problema de salud importante en muchas áreas tropicales y 

subtropicales. La mayoría de los casos ocurren en el cinturón de micetoma entre las 

latitudes 15° sur y 30° norte; y se han reportado en estudios retrospectivos de Sudán 

y México. Sin embargo, el área endémica real se extiende más allá del cinturón de 

micetoma.2 Los casos de eumicetoma predominan en África y Asia, mientras que 

los del actinomicetoma son más comunes en América; estos se presentan 

frecuentemente en regiones tropicales y subtropicales entre el Trópico de Cáncer y 

el Trópico de Capricornio. Los países más afectados son: Sudan, Somalia, Senegal, 

India, Yemen, México y Venezuela1. 
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Figura 1. Epidemiología del micetoma. La mayoría de los casos ocurren en el cinturón de 

micetoma entre las latitudes 15° sur y 30° norte. 

El micetoma es endémico en muchos países de los trópicos y subtrópicos, aunque 

la mayoría de los casos se notifican en Sudán, México y la India2,7. 

En México, el número de casos registrados no es tan elevado como en los países 

africanos; sin embargo, es el país latinoamericano que registra el mayor número de 

casos de Micetoma. En países como Brasil y Venezuela, el número de casos 

reportados es bajo1. 

 

1.3 El Micetoma en México 

En nuestro país el micetoma es una infección subcutánea crónica de gran 

importancia, tanto por su frecuencia como por la gravedad de algunos casos. La 

población más afectada son los habitantes de áreas rurales, quienes por sus 

actividades laborales tienen un mayor riesgo de sufrir heridas traumáticas sépticas 

y, en consecuencia, una mayor exposición a los agentes causales, además de tener 

acceso limitado a los servicios de salud1. 
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En un estudio epidemiológico realizado se demuestra que, en relación con la 

frecuencia por género, la mayoría de las encuestas demuestra que el micetoma 

afecta con mayor frecuencia al hombre que a la mujer, en una relación aproximada 

de 4:1; puede afectar a todos los grupos de edad, pero ocurre con mayor frecuencia 

en hombres jóvenes con edades comprendidas entre 20 y 40 años. Este predominio 

de hombres sobre mujeres puede relacionarse también con factores laborales, 

como es el caso de los agricultores, albañiles, mecánicos y cargadores, en quienes 

se observa la frecuencia más elevada de esta infección, por su cotidiana exposición 

a los agentes causales a través de heridas traumáticas contaminadas1. 

Figura 2. Género, edad y ocupación que más afecta el micetoma. En un estudio 

epidemiologico se demuestra que el micetoma afecta más a hombres que a mujeres de 

entre 20-40 años debido al trabajo que ejercen1. 
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La distribución geográfica del micetoma en México es muy amplia, ya que en 24 de 

los 31 estados que forman la República Mexicana se han reportado casos. Las 

casuísticas más numerosas correspondieron a: Jalisco (676 casos), Morelos (429 

casos), Nuevo León (347 casos), Guerrero (302 casos) y Veracruz (264 casos). La 

distribución geográfica de los micetomas está en relación con el hábitat natural de 

los agentes causales1. En general, la mayoría de los casos ocurren en climas áridos 

y cálidos, que tienen un período corto de lluvias intensas con temperaturas más 

suaves2. 

Figura 3. Distribución del micetoma en México. Los mayores casos de micetoma se 

presentan en los estados de Jalisco, Morelos, Nuevo León y Guerrero1. 

Considerando los tipos de micetoma, en México predomina el Actinomicetoma 

(96.52%) sobre el Eumicetoma (3.48%), lo que da una relación de 28 

Actinomicetomas por cada Eumicetoma.1 Los actinomicetos son el principal agente 

etiológico, ya que representan aproximadamente el 98% de los casos, y Nocardia 

brasiliensis es la responsable del 86% de las infecciones4. 
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Figura 4. Tipo de micetoma y agente etiológico causal. Los casos de actinomicetoma 

predominan en la República Mexicana, siendo Nocardia brasiliensis el principal agente 

etiológico. 

 

1.4 Taxonomía del género Nocardia 

El Genero Nocardia es un grupo de bacterias de la Familia Nocardiaceae que 

pertenece al Orden de los Actinomycetales. Este grupo de bacterias tienden a 

formar filamentos y a ramificarse8. 

Se han descrito más de 30 especies del género Nocardia, aunque en la actualidad 

sólo 11 especies son válidas, las cuales forman hifas extensamente ramificadas que 

a menudo se fragmentan in situ o por disrupción mecánica dando origen a 

elementos cocoidales o bacilares9.  

Las bacterias del género Nocardia crecen a una temperatura de 37°C en medios 

convencionales como agar Sabouraud y originan colonias rugosas secas cuyo color 

varía de blanco al naranja dependiendo de la composición del medio y de las 

condiciones del cultivo10. 

Las microcolonias del agente etiológico en el tejido se llaman granos o gránulos, 

cuyo color y morfología es importante porque tanto hongos como bacterias 

causantes de micetoma producen granos o gránulos de color característico. Por 

ejemplo, los gránulos blancos son producidos por el complejo N. asteroides, N. 

brasiliensis y N. cavie11. 
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Las Nocardias se caracterizan por ser microorganismos Gram positivos, aerobios 

que en estado temprano de crecimiento muestran células ramificadas y 

filamentosas1. 

 

 2.1 Modelo experimental de actinomicetoma por Nocardia brasiliensis 

En 1999 Salinas Carmona y colaboradores desarrollaron un modelo de 

actinomicetoma por N. brasiliensis en ratones BALB/c infectados en el cojinete 

plantar. En este modelo experimental, al inducir el actinomicetoma con el agente 

causal antes mencionado, se produce inflamación aguda en el sitio de la infección 

en los primeros 15 días, presentando un pico máximo alrededor de una semana 

después de la inoculación y posteriormente una disminución de volumen después 

del día 7, hasta desaparecer la inflamación alrededor del día 15. Después del día 

30 en adelante, la inflamación aumenta notablemente, considerando a la infección 

como establecida (infección crónica). Conforme progresa la infección, el tamaño de 

la lesión sigue aumentando y con el paso del tiempo provoca deformación tisular, 

formación de fístulas y secreción de gránulos. Por todo lo anterior, en este modelo 

experimental, se denomina que la fase aguda de la infección abarca del día 1 al 15, 

mientras que la fase crónica comienza a partir del día 30 de infección. Los ratones 

BALB/c infectados reproducen de manera muy similar la enfermedad que se 

desarrolla en humanos. La gravedad de la lesión comúnmente es clasificada de 

acuerdo con el tamaño, la presencia de úlceras, abscesos, fístulas y el drenaje de 

microcolonias o gránulos del agente causal12. 

 

2 2.2 Histopatología del Micetoma 

Los hallazgos histopatológicos en las lesiones de actinomicetoma humano 

producidas por N. brasiliensis son idénticos a los inducidos en ratones 

experimentales. La apariencia macroscópica también es muy parecida; 3 a 5 días 

después de infectar un ratón en el cojinete plantar, se observa una inflamación 

progresiva, el área afectada continúa su inflamación hasta el día 14, luego se 
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alcanza un estado estable aparente y dura aproximadamente una semana. Después 

de un mes de infección, los abscesos son visibles a través de la piel del cojinete 

plantar, algunos de ellos abiertos que comienzan a descargar granos blancos13. 

Histológicamente, las lesiones revelan la presencia de una reacción inflamatoria 

granulomatosa con abscesos que contienen gránulos del organismo infeccioso, los 

cuales consisten en masas de filamentos incrustados en un material conocido como 

cemento intercelular4. 

Durante los primeros cuatro días, el foco inflamatorio está compuesto 

principalmente por neutrófilos que rodean a las bacterias; después de cuatro días, 

se forman microabscesos, y el cemento intercelular que consiste en una capa de 

neutrófilos, rodeados de linfocitos y macrófagos espumosos. El microabsceso está 

limitado por un borde de células fibroblásticas, fibras de colágeno en una orientación 

concéntrica y una línea adyacente de mastocitos14. 

Sin importar el agente causal, el cuadro clínico del micetoma es bastante similar; 

sin embargo, las características histológicas, el tamaño, la forma y el color de los 

gránulos pueden ser indicativos del agente etiológico4. 

Figura 5. Imágenes de microscopía de tejido infectado con N. brasiliensis. Se muestran 

microabscesos rodeados de fibras de colágeno, en el centro una colonia de la bacteria 

causal14. 
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3 3.1 Inmunidad Innata en el Micetoma 

Aunque muchas personas están expuestas a agentes etiológicos que causan el 

micetoma, pocas desarrollan la enfermedad. El papel de la inmunidad innata en la 

resistencia del huésped a los hongos y bacterias que producen micetoma se ha 

estudiado in vitro y en modelos animales, pero pocos estudios se han realizado en 

seres humanos. La respuesta local del hospedero, caracterizada por la quimiotaxis 

de neutrófilos y la congestión de pequeños vasos, inicialmente es inespecífica. 

Posteriormente se observan macrófagos y monocitos presentes en el sitio de la 

infección. El Interferón C y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) son citocinas 

que mejoran la actividad microbicida de estas células6,10,13. 

 

4 3.2 Inmunidad Humoral en la Infección por Nocardia spp 

Varios estudios en ratones experimentales infectados con M. tuberculosis, L. 

monocytogenes o N. asteroides han sugerido que la inmunidad humoral no es 

importante en la protección del huésped15. Sin embargo, un ensayo reciente con 

ratones BALB/c inmunocompetentes demostró que los anticuerpos anti-N. 

brasiliensis inducidos por antígenos proteicos purificados previenen el desarrollo de 

una infección experimental por N. brasiliensis. La inmunización activa con 3 

antígenos solubles diferentes confirió una protección completa, aunque el efecto 

protector fue transitorio y no tenía memoria16,17. 

La transferencia de anticuerpos IgM anti-N. brasiliensis específicos de antígeno 

purificados a ratones sin tratamiento previo, después de la infección con este 

microorganismo, produjo un efecto microbicida notable. Por el contrario, los sueros 

hiperinmunes que contienen un alto título de anticuerpos IgG anti- N. brasiliensis no 

produjeron un efecto protector16. Este hallazgo inesperado puede explicar el retraso 

de 5 meses necesario para el desarrollo de lesiones de micetoma después de la 

infección por N. brasiliensis de ratones macho híbridos F1 CBA/N x DBA2. Estos 

animales tienen un defecto de anticuerpo manifestado por la incapacidad de 

producir el isotipo de anticuerpo IgG, pero conservan la capacidad de producir 
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anticuerpos IgM. Los anticuerpos IgM anti- N. brasiliensis disminuyen la carga 

bacteriana inicial, pero después de disminuir el título de IgM, los bacilos restantes 

se multiplican nuevamente, produciendo las lesiones de micetoma. Sin embargo, se 

ha demostrado que los anticuerpos tempranos antinocárdicos IgM son efectivos 

para controlar N. brasiliensis en la infección experimental16–18. 

 

5 3.3 Inmunidad Celular en la Infección por Nocardia spp 

La inmunidad adaptativa difiere de la inmunidad innata porque es específica, 

inducible, transferible y tiene memoria. Los únicos componentes de la inmunidad 

adaptativa son las células llamadas Linfocitos y sus productos de secreción, como 

los anticuerpos19. El papel de las células efectoras de linfocitos B y T en la infección 

nocardial se ha estudiado en animales. Los ratones desnudos, que son animales 

atímicos con deficiencia de linfocitos T, son susceptibles a la infección con N. 

asteroides y desarrollan una infección letal a diferencia de sus compañeros de 

camada (que llevan solo una parte del defecto de las células T) heterocigotos (nude 

-/+) y presentan una reacción local al desafío con el antígeno Nocardia, pero no 

mueren de una infección sistémica20,21. Esto también se ha observado con N. 

brasiliensis utilizando un modelo de infección en ratas atímicas22. 

El papel de los Linfocitos T en la resistencia del huésped a la infección por Nocardia 

spp. está en parte mediada por macrófagos activados por citocinas. Sobre la base 

de éste y otros hallazgos, se acepta que la respuesta inmunitaria mediada por 

células es responsable de la protección del huésped en patógenos intracelulares 

como L. monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae15. 

Utilizando animales experimentales, Deem et al. encontraron que los Linfocitos T 

pueden matar directamente a N. asteroides cuando se obtienen de animales 

previamente inmunizados. Este efecto fue específico del antígeno porque los 

microorganismos no relacionados no se vieron afectados y fue necesario el contacto 

directo entre N. asteroides y los Linfocitos T para producir destrucción bacteriana. 
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Se han encontrado respuestas similares a Th2 (IL-10 e IL-4) en lesiones primarias 

y en ganglios linfáticos drenantes en la infección por Streptomyces somaliensis23. 

La infección experimental por N. brasiliensis en ratones BALB/c hace que se 

desarrolle una lesión después de 30 días con senos, microabscesos y gránulos 

causados por la expresión de la interleucina 10 (IL-10)24. 

 

6 3.4 Ambiente Supresor inducido por Nocardia brasiliensis 

En modelos experimentales de ratones infectados con Nocardia brasiliensis se ha 

demostrado que la estimulación antigénica por la bacteria aumenta la respuesta 

proliferativa de linfocitos. Estos resultados sugieren que se está produciendo una 

potente respuesta inmune adquirida durante la infección, sin embargo, los 

mecanismos orquestados por la respuesta inmune son ineficientes para lograr 

eliminar la infección25. Publicaciones recientes demuestran que diferentes 

mecanismos patógenos son útiles para el agente invasor para evadir una respuesta 

inmune mediada por células para controlar o erradicar la infección. 

Los patógenos facultativos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis, 

Nocardia brasiliensis y muchos otros adquieren mecanismos efectivos y evasivos 

que evitan su destrucción y se adaptan para multiplicarse en las células huésped26. 

Hoy en día, está ampliamente demostrado que N. brasiliensis induce un entorno 

local inmunosupresor que favorece su supervivencia y enfermedad crónica. La 

Interleucina-10 (IL-10) es una citocina inmunorreguladora producida por varias 

células, incluidos macrófagos, células dendríticas y Linfocitos T reguladores (Tregs). 

Se ha propuesto que la producción de IL-10 podría ser modificada por diferentes 

patógenos para suprimir la respuesta inmune; este mecanismo, se ha relacionado 

con la supervivencia de bacterias intracelulares para promover la infección, por 

ejemplo, se ha asociado con la progresión de la infección por Mycobacterium 

tuberculosis y la susceptibilidad a la infección por Listeria monocytogenes y 

Salmonella27–29. 
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Así mismo, en ratones infectados con Nocardia brasiliensis, se ha observado que la 

IL-10 está presente en gran cantidad en el tejido infectado durante la fase aguda y 

crónica de la infección, y que el nivel de esta citocina es mayor en la fase crónica, 

en comparación con la fase aguda de la misma, de igual manera el nivel de IL-10 

se correlaciona con una carga bacteriana alta. El nivel aumentado de esta citocina 

podría estar asociado con la susceptibilidad a N. brasiliensis y su persistencia en la 

infección crónica en ratones BALB/c14. 

Conjuntamente, en un modelo experimental, en donde se infectó el cojinete plantar 

de ratones BALB/c con Nocardia brasiliensis, se demostró que existe un ambiente 

inmunosupresor en el tejido infectado; este ambiente está caracterizado por la 

presencia sostenida de las citocinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-β durante las 

fases aguda y crónica de la infección, así como por la disminución de la citocina 

protectora IFN-γ en la fase crónica de la infección. Este ambiente de citocinas 

demostró que favorece la persistencia del patógeno Nocardia brasiliensis en las 

lesiones desarrolladas en las almohadillas de los ratones infectados24. 

 

7 4.1 La Respuesta de Linfocitos T CD4+ 

Los Linfocitos T CD4+ tienen múltiples efectos sobre la respuesta inmune general 

después de la infección y a menudo son necesarios para obtener respuestas 

óptimas de los Linfocitos T CD8+. Los Linfocitos T CD4+ ofrecen estas funciones 

auxiliares de varias maneras. Activan células presentadoras de antígenos 

profesionales, como las células dendríticas, a través de interacciones de CD40 y su 

ligando; secretan quimiocinas y citocinas, que guían a los Linfocitos T virgen a los 

sitios de cebado en los órganos linfoides secundarios y a los Linfocitos T activados 

a la ubicación de la infección; también producen citocinas de apoyo, como la IL-2 y 

la IL-21, que pueden actuar directamente sobre los Linfocitos T CD8+ que 

responden30–32. Como consecuencia, cualquier anormalidad o pérdida de Linfocitos 

T CD4+ durante el curso de una infección, que puede ocurrir durante las infecciones 

por HBV, HCV o LCMV o VIH-1, probablemente afecta a los Linfocitos T CD8+, lo 

que los hace menos efectivos. La ausencia de Linfocitos T CD4+ durante las 
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infecciones agudas puede generar Linfocitos T CD8+ con memoria defectuosa, que 

pueden presentar alteraciones en el recambio homeostático, un repertorio funcional 

reducido que incluye la pérdida de la producción de IL-2 y la incapacidad de montar 

respuestas secundarias vigorosas33. 

 

8 4.2 La Respuesta de los Linfocitos T CD8+ 

Los Linfocitos T CD8+ restringidos por el complejo principal de histocompatibilidad 

I son un componente importante de las respuestas inmunitarias adaptativas a los 

patógenos intracelulares. Los Linfocitos T CD8+ efectores resuelven las infecciones 

bacterianas agudas en un lapso de 5 a 7 días al producir citocinas y mediadores 

citotóxicos34,35. Durante las respuestas inmunes agudas a bacterias como en la 

infección por Mycobacterium tuberculosis, los Linfocitos T CD8+ vírgenes 

experimentan una rápida proliferación y diferenciación al reconocer su antígeno 

afín. Al igual que sus "contrapartes innatas", las células NK, los Linfocitos CD8+ 

"matan" al someterse a la desgranulación y la secreción de mediadores citotóxicos 

como la perforina y las granzimas36. Esto se asocia con otras características de la 

respuesta efectora, como la proliferación y producción de IFN-γ, IL-2 y TNF-α, 

necesarias para eliminar patógenos y resolver infecciones37. 

Tras la eliminación del antígeno, aproximadamente el 90% de los Linfocitos T CD8+ 

efectores mueren por muerte celular inducida por la activación, mientras que el 10% 

restante persiste como células de memoria, capaces de sufrir la proliferación 

homeostática independiente del antígeno y dependiente de IL-7- e IL-1538. Las 

células T CD8+ de memoria al exponerse nuevamente al antígeno son capaces de 

montar una respuesta más rápida y efectiva en comparación con las respuestas 

primarias mediadas primeramente por las células T CD8+ de memoria efectoras 

altamente citotóxicas y posteriormente las células T de memoria central con alta 

capacidad proliferativa34. 
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9 5.1 Puntos De Control Inmunitarios 

El sistema inmunitario de los mamíferos funciona para proteger al hospedero de los 

desafíos provocados por antígenos extraños, así como a la prevención de la 

autoinmunidad al limitar el reconocimiento de los antígenos propios. La duración de 

la actividad del sistema inmunitario del hospedero varía desde respuestas innatas 

que responden en cuestión de horas a la respuesta adaptativa especializada para 

reconocer antígenos específicos y resolver infecciones35. 

En el cáncer y en infecciones crónicas, los Linfocitos T están expuestos a la 

estimulación antigénica persistente. Esto da como resultado, la expresión de 

múltiples receptores inhibidores, también llamados "puntos de control inmunitarios”, 

que desencadenan vías de señalización inmunosupresoras, que van desde el 

secuestro de los ligandos del correceptor estimulador, la regulación positiva de los 

genes inhibidores hasta el empleo de dominios de secuencias inhibitorias como los 

ITIM y los ITSM35,39,40. 

Los puntos de control inmunitario son expresados por células inmunitarias. Estos 

receptores son cruciales para mantener la auto tolerancia y para modular la longitud 

y magnitud de las respuestas inmunes efectoras en los tejidos periféricos para 

minimizar el daño colateral del tejido41. La señalización a través de estos receptores 

y su expresión sostenida desencadena en las células inmunes efectoras, 

especialmente en los Linfocitos T, un deterioro de la función: fenómeno llamado 

agotamiento. 

Aunque la expresión individual de receptores inhibidores no es indicativa de 

agotamiento, la expresión conjunta de múltiples receptores inhibidores es una 

característica fundamental42. Durante la última década, varios estudios han 

vinculado aún más la expresión de múltiples y diferentes combinaciones de 

receptores inhibidores (PD1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, CD160, BTLA y 2B4) con el 

fenómeno del "agotamiento de Linfocitos T" tanto en modelos de ratón como en 

pacientes, en infecciones crónicas, incluido el VIH, el virus de la hepatitis C, el VEB, 

la malaria, así como trastornos autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico y 

en varios tipos de cáncer43–46. En consecuencia, en estos diversos escenarios 
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patológicos, estos receptores se han denominado generalmente "marcadores de 

agotamiento"39. 

Es probable que la naturaleza de diferentes infecciones crónicas y cánceres influya 

en el nivel, la composición y el patrón de los receptores inhibidores expresados por 

los Linfocitos T que responden35. 

Ahora está claro que muchos patógenos promueven interacciones inhibitorias entre 

las células inmunitarias a través de los receptores del punto de control inmunitario 

para escapar del control inmunológico40. 

 

10 5.2 Desarrollo del agotamiento de Linfocitos T 

Los linfocitos T son componentes principales del sistema inmunitario adaptativo que 

consiste en Linfocitos T cooperadores CD4+ y Linfocitos T citotóxicos CD8+. Ambos 

subconjuntos poseen un receptor de células T de reconocimiento de antígeno (TCR) 

generado por recombinación genética, que promueve la diversidad de respuestas 

de Linfocitos T47. Los Linfocitos T CD4+ y CD8+ provocados en respuesta a la 

invasión microbiana están sujetas a control inmune para evitar inmunopatología 

indebida y autoinmunidad48. Varios grupos de regulación inmune están implicados, 

incluidas las células naturales derivadas del timo, T reguladoras inducibles (Treg), 

y los correceptores inhibidores, como el de muerte celular programada 1 (PD-1) y el 

antígeno-linfocito T citotóxico (CTLA-4)49,50. 

Durante las infecciones agudas los Linfocitos T vírgenes se activan y se diferencian 

en Linfocitos T efectores en el transcurso de 1 a 2 semanas51. Tras el pico de 

expansión efector, la resolución de la inflamación y la eliminación del antígeno, la 

mayoría de los Linfocitos T activados mueren, pero un subconjunto persiste y se 

diferencia a Linfocitos T de memoria42,52. Sin embargo, un aspecto clave del 

desarrollo de los Linfocitos T de memoria funcionales y persistentes es que después 

de la fase efectora, el desarrollo de la memoria se produce en ausencia de una 

estimulación continua del antígeno y altos niveles de inflamación persistente42. 
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Por el contrario, durante las infecciones crónicas, que implican una exposición 

persistente a antígenos y/o inflamación, se desarrollan defectos graves en las 

respuestas de los Linfocitos T, así mismo el programa de diferenciación de 

Linfocitos T de memoria está notablemente alterado, todas estas características en 

conjunto dan paso al fenómeno denominado agotamiento50,53. 

El agotamiento de Linfocitos T, generalmente se manifiesta con varios rasgos 

característicos, en donde estas células experimentan una pérdida progresiva de 

funciones efectoras, un aumento en la expresión sostenida de receptores 

inhibidores y un estado transcripcional distinto al de los Linfocitos T efectores o de 

memoria funcionales que culmina con la eliminación de las células afectadas. El 

agotamiento también se clasifica de acuerdo con el número de receptores 

inhibidores coexpresados por las células afectadas42,54, y se ha demostrado que los 

receptores inhibidores como el PD-1 son más indicativos de este estado en 

comparación con otros55. Aunque los receptores inhibidores se expresan de forma 

transitoria en los Linfocitos T efectores funcionales durante la activación; la 

regulación y la expresión más alta y sostenida de receptores inhibidores se 

consideran el sello distintivo del agotamiento de los Linfocitos T35,41. 

Por lo general, cuanto mayor sea el número de receptores inhibidores expresados 

por los Linfocitos T agotados, más grave será el agotamiento. De hecho, aunque la 

expresión individual de PD-1 u otros receptores inhibidores no es indicativo de 

agotamiento, la expresión conjunta de múltiples receptores inhibidores es una 

característica fundamental56,57. 

En estudios recientes se ha demostrado que la coexpresión de TIM-3 y PD-1 en 

infecciones crónicas causadas por bacterias y virus se asocian con un agotamiento 

más severo de los Linfocitos T, esto en términos de proliferación y secreción de 

citocinas efectoras como IFN-γ, TNF-α e IL-2. Curiosamente, los Linfocitos T CD8+ 

que expresan ambos receptores inhibitorios también producen la citocina supresora 

IL-1058,59. 

Existen investigaciones recientes que han comparado directamente los programas 

de transcripción de Linfocitos T agotados CD4+ y CD8+ en el modelo del virus de la 
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coriomeningitis linfocítica (LCMV)60. Estos estudios confirman una firma 

transcripcional central del agotamiento de Linfocitos T común entre CD4+ y CD8+, 

que incluye algunos factores de transcripción, receptores inhibidores, genes 

asociados a IFNα/β y vías alteradas como la de proliferación celular. Sin embargo, 

a pesar de este programa central similar, los Linfocitos T CD4+ agotados eran 

distintos de los Linfocitos T CD8+ agotados. Por ejemplo, mientras que la expresión 

de PD-1 era común a ambos linajes, el patrón de expresión de otros receptores 

inhibitorios era distinto para cada subconjunto42,61. 

Una pregunta central en este campo ha sido: ¿Qué causa el agotamiento de los 

Linfocitos T? El desarrollo del agotamiento de los Linfocitos T probablemente integra 

información de microambientes inflamatorios y tisulares alterados, otras 

poblaciones de linfocitos como los Linfocitos B y los Linfocitos T Reguladores 

(TReg), señales inhibidoras de citocinas y la coestimulación inhibitoria y 

coestimuladora de la superficie celular receptores42. 

La aparición del agotamiento de los Linfocitos T depende en gran medida de la 

exposición persistente a una amplia gama de antígenos y estímulos derivados del 

patógeno y patrones moleculares asociados al daño62. En consecuencia, la 

naturaleza fenotípica y funcional de los Linfocitos T agotados puede variar de 

acuerdo con la naturaleza de los antígenos provocadores. 

Es importante destacar que los Linfocitos T agotados no son inertes. Estas células 

retienen subóptimas pero cruciales funciones que limitan la replicación del patógeno 

en curso o la progresión del tumor. A pesar de este "estancamiento" del patógeno-

hospedero mediado por los Linfocitos T agotados, estas células no son efectivas 

para erradicar patógenos o tumores42. 

Aunque el agotamiento de los Linfocitos T se describió por primera vez en la 

infección viral crónica en ratones63, también se ha observado en humanos durante 

infecciones como el VIH y el virus de la hepatitis C (VHC), infecciones bacterianas 

crónicas como Mycobacterium tuberculosis, así como en el cáncer50,64. 
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Tabla 1. Diferencias entre un Linfocito T funcional y un Linfocito T agotado. Existen 

varias características distintivas que debe presentar un Linfocito T para 

considerarse agotado.  

 

11 5.3 Exposición Persistente al Antígeno 

Una característica clave para el desarrollo del agotamiento de los Linfocitos T 

parece ser la exposición crónica y probablemente continua al antígeno en lugar de 

la exposición aguda o intermitente. Factores adicionales, como la falta de ayuda de 

otras poblaciones celulares y quizás señales instructivas directamente de 

receptores inhibitorios, probablemente también contribuyan al agotamiento de los 

Linfocitos T65. Los primeros estudios en el modelo del virus de la coriomeningitis 

linfocítica crónica (LCMV) demostraron que la gravedad del agotamiento (y, en 

última instancia, la eliminación de los Linfocitos T específicos de antígeno) se 

correlacionaba con el nivel de estimulación antigénica66. La importancia del nivel de 

persistencia de antígeno en el agotamiento también se confirmó en otros modelos 

de ratón y en la infección por VIH-1 en humanos67. De hecho, se demostró que 

solamente la persistencia antigénica en ausencia de inflamación y bloqueando el 

correceptor PD-1 es suficiente para generar el fenotipo de agotamiento en los 

Linfocitos T CD8+68. Por otro lado, si los Linfocitos T CD8+ se preparan durante la 

infección con una cepa crónica de LCMV pero se eliminan de la estimulación de 

antígeno persistente temprano (aproximadamente 1 semana después de la 

infección), estas células pueden diferenciarse en Linfocitos T de memoria CD8+ 

completamente funcionales69. Sin embargo, si estos Linfocitos T CD8+ se exponen 

a un antígeno persistente durante 2 a 4 semanas, se establece el agotamiento de 
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los Linfocitos T y estas células no recuperan la diferenciación normal de memoria 

simplemente mediante la eliminación de la exposición al antígeno. Estas 

observaciones son consistentes con la noción de que el tratamiento antiviral 

temprano de la infección por VIH, y posiblemente en la infección por VHC, en 

humanos, puede preservar las respuestas funcionales de los Linfocitos T70,71. 

Además, la estimulación crónica del antígeno también conduce a la expresión 

sostenida de PD-1 a través de NFAT citoplasmático 1 (NFATc1). Es probable que 

PD-1 module aún más el nivel de señalización de TCR y proporcione importante 

retroalimentación para atenuar la estimulación crónica de antígeno72,73. Por lo tanto, 

el nivel y la duración de la estimulación por antígeno e infección crónica parecen ser 

factores clave que conducen al agotamiento de los Linfocitos T y se correlacionan 

con la gravedad de la disfunción durante la infección crónica42. 

 

12 5.4 PD-1 

El receptor de muerte celular programada 1 (PD-1) es un es un miembro de la 

superfamilia CD28 que entrega señales negativas tras la interacción con alguno de 

sus dos ligandos, PD-L1 o PD-L2. Este receptor es crítico para la supresión de la 

activación de los Linfocitos T y los Linfocitos B, además de que posee funciones 

inmunorreguladoras en la activación y tolerancia de los Linfocitos T en tejidos 

periféricos73–77. 

Estudios posteriores muestran que la interacción de PD-1 con PD-L1 y PD-L2 regula 

la inducción y el mantenimiento de la tolerancia periférica y protege los tejidos del 

ataque autoinmune. PD-1 y sus ligandos también están involucrados en atenuar la 

inmunidad infecciosa y la inmunidad tumoral, y facilitar la infección crónica y la 

progresión tumoral77. 

PD-1 no se expresa en Linfocitos T en reposo, pero se induce su expresión dentro 

de las 24 horas posteriores a la estimulación. PD-1 comienza a funcionar después 

de que los Linfocitos T reconocen su antígeno afín y comienzan el proceso de 

activación. La activación de PD-1 ocurre después de interactuar con sus ligandos, 
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para dar como resultado la fosforilación del residuo de tirosina en el inmunoreceptor 

con motivo de cambio basado en tirosina de PD-1 y recluta la tirosina fosfatasa SHP-

2, que desfosforila e inactiva las moléculas efectoras proximales como Syk en los 

Linfocitos B y Zap70 en los Linfocitos T. El resultado inmediato de la estimulación a 

través de PD-1 es la inhibición del crecimiento celular y la secreción de citocinas73,77. 

La expresión de PD-1 se regula rápidamente al alza con la activación de los 

Linfocitos T, y puede persistir en niveles moderados en humanos sanos, lo que 

indica que la expresión sola de PD-1 no es una característica única de Linfocitos T 

agotados. Sin embargo, durante las infecciones crónicas, la expresión de PD-1 

puede ser sustancialmente mayor que la observada en los Linfocitos T efectores 

funcionales o de memoria. Durante la infección crónica, la regulación positiva 

sostenida de PD-1 suele depender del reconocimiento continuo del epítopo, aunque 

existen ejemplos de expresión residual de PD-1 incluso después de la eliminación 

de la señalización del antígeno persistente78–80. 

La cantidad y la fuente de antígeno determinan la fuerza y la cinética de la activación 

de los Linfocitos T y, por lo tanto, la cantidad y la cinética de la expresión de PD-1. 

Por lo tanto, la inhibición dependiente de PD-1 es muy sensible al contexto y, por lo 

tanto, al antígeno73. 

La variación anatómica en la expresión de ligandos PD-1 determina críticamente 

dónde y cuándo funciona PD-1. Existe una alta expresión de PD-L1 en las células 

no linfoides, incluidas las células parenquimatosas, las células tumorales y las 

células infectadas por virus, lo que permite que PD-1 inhiba directamente las 

funciones efectoras contra las células diana73. 

Se ha demostrado que PD-1 se expresa altamente en Linfocitos T agotados durante 

infecciones como el LCMV, SIV, VIH, VHB y VHC, y que la vía PD-1-PD-L 

desempeña un papel importante en la regulación del agotamiento de los Linfocitos 

T durante esta infección. El nivel de expresión de PD-1 por célula es importante 

para regular el agotamiento de los Linfocitos T durante las infecciones virales 

crónicas, infecciones bacterianas crónicas y cáncer81. 
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En estudios posteriores se ha reportado que, en diferentes infecciones crónicas, el 

porcentaje de Linfocitos T CD8+ específicos que expresan PD-1 se correlaciona con 

la carga viral, la disminución de los recuentos de Linfocitos T CD4+, la disminución 

de la proliferación de los Linfocitos T CD8+ y una capacidad deteriorada para 

producir citocinas, se correlacionan con el nivel de expresión de PD-182–84. Por lo 

tanto, PD-1 puede servir como un marcador útil en los Linfocitos T CD8+ específicos 

para indicar el grado de agotamiento de los Linfocitos T y la gravedad de la 

enfermedad. Sin embargo, los mecanismos de regulación de PD-1 en los Linfocitos 

T agotados todavía están pobremente definidos77. 

 

13 5.5 TIM-3 

El receptor de Inmunoglobulina de Linfocitos T y dominio de mucina 3 (TIM-3), es 

un miembro de la superfamilia de las Inmunoglobulinas (Ig), se identificó por primera 

vez como una molécula expresada específicamente en Linfocitos T cooperadores 

CD4+ (Th1) secretores de IFN-γ y en Linfocitos T citotóxicos CD8+ (Tc1) tanto en 

ratones como en humanos. TIM-3 actúa como un regulador negativo de la función 

celular Th1/Tc1 tras la interacción con su ligando: la lectina de tipo S Galectina-9 

(Gal-9). Se ha demostrado que la unión de Gal-9 con TIM-3 en Linfocitos T Th1 

induce la muerte celular85,86. Nuevos hallazgos con respecto al papel inhibidor de 

TIM-3 han surgido en los últimos años, y ahora está bien establecido que TIM-3 se 

expresa altamente en los Linfocitos T CD8+ “agotados” o deteriorados en varias 

infecciones crónicas. TIM-3 generalmente se coexpresa con otros receptores de 

punto de control en situaciones de agotamiento de Linfocitos T tanto en infecciones 

crónicas causadas por virus y bacterias58,87, así como en hospederos portadores de 

tumores, tanto en humanos como en ratones77,85,88,89. 

TIM-3 parece jugar un papel regulador negativo crítico en el fenotipo de Linfocito T 

agotado durante las infecciones virales crónicas. Aquí, se ha observado que los 

Linfocitos T agotados virus específicos presentan la incapacidad de proliferar y 

ejercer funciones efectoras como la citotoxicidad y la secreción de citocinas en 

respuesta a la estimulación antigénica. Este fenotipo se ha observado en 
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infecciones crónicas causadas por virus como el de la inmunodeficiencia humana 

(VIH), el de la hepatitis B (VHB) y el de la hepatitis C (VHC)90,91. 

Esta función reguladora negativa también se ha reportado en infecciones por 

bacterias, como es el caso de Mycobacterium tuberculosis; en donde se ha visto 

que la expresión de TIM-3 se correlaciona directamente con la carga bacteriana y 

que los Linfocitos T que expresan TIM-3 se acumulan durante la infección crónica, 

coexpresando otros receptores inhibidores, incluido PD-1, producen menos IL-2 y 

TNF pero más IL-10 y están funcionalmente agotados58,85. 

En apoyo de una posible función coestimuladora, la expresión de TIM-3 durante la 

infección aguda por LCMV se asocia con una mejor respuesta de Linfocitos T 

efectores a corto plazo88; de igual manera experimentos in vitro en la infección 

causada por Mycobacterium tuberculosis, han confirmado que la unión de TIM-3-Ig 

a la superficie celular con Gal-9 expresada por los macrófagos infectados activa un 

programa antimicrobiano que restringe la replicación intracelular de la bacteria 

intracelular92. Además, la ausencia de TIM-3 conduce a una señalización 

defectuosa de Akt/mTOR2393; sin embargo, en el modelo de agotamiento de 

Linfocitos T en LCMV crónico, la expresión de TIM-3 fue suficiente para impedir el 

rescate anti-PD-1 de las respuestas de Linfocitos T, lo que sugiere una diafonía de 

PD-1 y TIM-3 en Linfocitos T agotados. Informes recientes respaldan este hallazgo: 

la estimulación aguda en la infección por LCMV conduce a la regulación positiva de 

TIM-3 en los Linfocitos T de tipo Th1 persistentes, y estas células también muestran 

funciones efectoras mejoradas tanto in vitro como in vivo94. 

Sin embargo, los mecanismos por los cuales el TCR y otros factores regulan la 

expresión de TIM-3 durante la estimulación aguda versus la crónica no están bien 

definidos88. 

TIM-3 también participa en la inducción de tolerancia periférica. Se ha reportado 

que el tratamiento de ratones con dosis altas de anti-TIM-3 soluble anula la 

inducción de tolerancia95. Del mismo modo, los ratones deficientes en TIM-3 no 

pueden desarrollar tolerancia. De hecho, tanto los ratones tratados con anti-TIM-3 

como los ratones deficientes en TIM-3 exhiben una mayor proliferación de Linfocitos 
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T y mayor producción de IL-2 después de la administración en dosis altas de anti-

TIM-3 en relación con los controles96. Cabe destacar que se ha demostrado que 

TIM-3 puede regular la autoinmunidad y la aloinmunidad al modular la capacidad de 

los Linfocitos T reguladores para amortiguar las respuestas inflamatorias97. 

La expresión de TIM-3 en los Linfocitos T tiene tres funciones principales: (i) 

disminuir la respuesta de los Linfocitos T efectores CD4+ y CD8+ a través de la 

inducción de muerte o el agotamiento celular, (ii) mejorar la capacidad de los 

macrófagos para eliminar los patógenos intracelulares mediante la unión a Gal-9, y 

(iii) promover la tolerancia periférica mediante su expresión en los Linfocitos T 

CD4+85. 

Desde su descubrimiento en los Linfocitos T, hoy en día se sabe que TIM-3 tiene 

otros ligandos, que se expresa constitutivamente en otros tipos celulares, donde 

puede funcionar de manera diferente y que puede inducirse en algunas células en 

condiciones patológicas. En el estado virgen o no inmunizado en ratones, TIM-3 se 

expresa principalmente en células dendríticas a niveles altos y en un pequeño 

porcentaje de Linfocitos T efectores/memoria CD4+ y CD8+98,99. Durante la 

polarización Th1 in vitro, la expresión de TIM-3 aumenta gradualmente hasta 

alcanzar un nivel de expresión estable y alto en células Th1 diferenciadas 

terminalmente77. 

Hoy en día una cantidad cada vez mayor de investigaciones respalda un papel 

importante para el receptor TIM-3 en enfermedades inflamatorias crónicas y 

enfermedades autoinmunes en humanos. Colectivamente, estos datos resaltan la 

importancia de esta vía como objetivo terapéutico en enfermedades humanas77. 

Se ha visto que TIM-3 funciona de manera diferencial, de una manera dependiente 

del contexto, integrando diferentes señales extracelulares presentes, activando así 

distintas vías de señalización para regular la función de los Linfocitos T funcionales 

y agotados, y ahora se especula que tiene funciones tanto positivas como 

inhibitorias77,88. 
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14 5.6 Coexpresión de PD-1 y TIM-3 en Linfocitos T 

Los Linfocitos T en un estado inactivado y en infecciones agudas regulan la 

expresión de diferentes receptores inhibidores dependiendo del contexto en el que 

se encuentren. Esta expresión como se ha estado mencionando a lo largo de este 

texto, es transitoria en infecciones agudas, y una vez que el patógeno es eliminado, 

su expresión se anula. Por lo tanto la expresión en mayor cantidad y sostenida de 

receptores inhibidores se consideran el sello distintivo del agotamiento de los 

Linfocitos T35,41. Aunque la expresión individual de PD-1 o TIM-3 no es indicativo de 

agotamiento, la expresión conjunta, es decir la coexpresión de múltiples receptores 

inhibidores es una característica fundamental56,57. 

La coexpresión de los receptores PD-1 y TIM-3 se ha visto ampliamente asociada 

a un fenotipo de agotamiento en Linfocitos T más severo que en la coexpresión con 

otros receptores inhibidores como lo son LAG-3, CTLA-4, 2B4 y CD160. 

Esta coexpresión se ha reportado en infecciones crónicas virales en humanos y en 

modelos de ratón, donde se observa el fenotipo de agotamiento en los Linfocitos T 

CD8+ específicas del virus en la infección crónica por LCMV, VHB, VHC y el virus 

Friend, donde exhiben un nivel de expresión alto y sostenido de TIM-3 en una gran 

fracción de Linfocitos T44. Estas células coexpresan PD-1 y exhiben una producción 

de citocinas efectoras deterioradas59,85,100. Curiosamente, un estudio reciente en 

pacientes con VIH ha demostrado que TIM-3 también está regulado al alza en los 

Linfocitos T CD8+ "agotados" y que TIM-3 y PD-1 marcan poblaciones distintas de 

Linfocitos T "agotados"91. Cabe señalar que TIM-3, junto con PD-1, se asocia con 

Linfocitos T con agotamiento terminal y que, en algunos casos, anti-TIM-3, junto con 

el anticuerpo anti-PD-L1, conduce a la restauración de la función citotóxica y 

reducción del título viral. Así mismo, el bloqueo de las vías TIM-3 y PD-1 restablece 

la proliferación de Linfocitos T y aumenta la producción de citocinas. Por lo tanto, 

en las infecciones virales crónicas, las vías TIM-3 y PD-1 parecen afectar el 

agotamiento de los Linfocitos T88. 

De igual manera en infecciones crónicas causadas por bacterias, como es el caso 

de Mycobacterium tuberculosis, se ha reportado que los Linfocitos T CD4+ y 
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Linfocitos T CD8+ que coexpresan TIM-3+ PD-1+ también expresan otros 

receptores inhibidores, incluido Lag-3, producen más citocinas supresoras como IL-

10, y menos citocinas proinflamatorias como IFN-γ, TNF-α e IL- 2, además 

presentan una tasa menor de proliferación y tienen una firma molecular in vivo que 

se asemeja a los Linfocitos T agotados. Lo más importante es que el bloqueo 

combinado de los receptores inhibidores TIM-3 y PD-1 in vivo mejoró 

sinérgicamente las respuestas de los Linfocitos T CD8+ y el control de carga 

bacteriana en ratones infectados58. 
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CAPÍTULO 2 

Justificación 

 

En el actinomicetoma por Nocardia brasiliensis se ha demostrado que existe un 

aumento de Linfocitos T en el sitio de la lesión, sin embargo, la infección no se 

resuelve; por lo cual es importante analizar la expresión de las moléculas inhibidoras 

PD-1 y TIM-3 en los Linfocitos T presentes en órganos linfoides y el tejido infectado. 
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CAPÍTULO 3 

Hipótesis 

 

La expresión de TIM-3 y PD-1 en Linfocitos T se relaciona con la persistencia de la 

infección en el Actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. 
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CAPÍTULO 4 

Objetivo general 

 

Identificar la expresión de TIM-3 y PD-1 en Linfocitos T en el Actinomicetoma por 

Nocardia brasiliensis en un modelo experimental. 
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CAPÍTULO 5 

Objetivos específicos 

 

 

1. Cuantificar la carga bacteriana en el tejido infectado durante las fases aguda 

y crónica de la infección. 

 

2. Analizar la expresión de los marcadores PD-1 y TIM-3 en Linfocitos T en 

ganglio regional y bazo durante las fases aguda y crónica de la infección. 

 

 

3. Analizar la expresión de los marcadores PD-1 y TIM-3 en Linfocitos T en 

tejido infectado durante las fases aguda y crónica infección. 
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CAPÍTULO 6 

Materiales y Métodos 

15 6.1 Animales 

Para reproducir el modelo experimental previamente publicado,12 se utilizaron 

ratones BALB/c hembras de 12 a 14 semanas de edad, libres de patógenos, 

mantenidos bajo condiciones BSL2 en el Laboratorio de experimentación animal del 

departamento de Inmunología. Se les proporcionó alimento comercial LabDiet, la 

cual contiene una composición bromatológica ideal para alimento de roedores de 

laboratorio y agua estéril ad libitum. La iluminación fue 12/12 controlada 

automáticamente, de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999. Este proyecto fue 

aprobado por el Comité de ética y el Comité interno para el cuidado y uso de los 

animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina y Hospital 

Universitario “Jose Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. bajo el siguiente número de 

registro: IN20-00003. 

 

16 6.2 Cepa Bacteriana 

Se utilizó la cepa de referencia Nocardia brasiliensis ATCC700358. La cual se 

cultivó en matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenían 30 mL caldo BHI estéril 

(121°C por 15 minutos a 15 libras de presión) y se incubó por 72 horas a 37°C 

(Incubadora Microbiológica J.M. Ortiz, México). 

 

17 6.3 Suspensión Unicelular Bacteriana 

La masa bacteriana obtenida a partir del cultivo de 72 horas se recuperó de los 

matraces, se colocó en tubos cónicos de 50 mL y se centrifugó a 2,500 rpm durante 

15 minutos. Una vez centrifugado se decantó el sobrenadante y la masa bacteriana 

depositada en el sedimento se lavó con solución salina estéril; se repitió el proceso 

de centrifugación y lavado 2 veces más. Después de realizar los lavados las 

bacterias se trituraron y homogenizaron con un Potter-Evelham estéril hasta obtener 
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una suspensión unicelular. Este procedimiento se realizó en condiciones de 

esterilidad. 

 

18 6.4 Infección Experimental 

Para inducir la infección en los ratones, estos fueron anestesiados vía 

intraperitoneal con 200 µl de una combinación de ketamina 100mg/ml y xilazina 

20mg/ml (2 y 0.4 mg respectivamente). El cojinete plantar de los ratones se 

desinfectó previo a la infección con una torunda empapada en alcohol y se les 

inoculó intradérmicamente 106 UFC de N. brasiliensis con ayuda de una jeringa de 

1 mL, este procedimiento se realizó en la pata izquierda trasera de cada ratón. 

En los días 0, 7, 15, 70, 90 y 120 de la infección se sacrificó a cada grupo de ratones, 

para posteriormente extraer quirúrgicamente el cojinete plantar, el bazo y el ganglio 

poplíteo de cada ratón. Se sacrificaron 3 ratones por día de infección mencionados 

(n=3). Los ratones pertenecientes a el día 0 es el grupo no infectado, ya que a este 

grupo de animales sólo se les inoculó solución salina estéril (100 µL por cojinete 

plantar). 

Este proyecto fue aprobado por el Comité de ética y el Comité interno para el 

cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina 

y Hospital Universitario “Jose Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. bajo el siguiente 

número de registro: IN20-00003. 

 

19 6.4.1 Eutanasia 

Los ratones fueron anestesiados vía intraperitoneal, con la metodología antes 

señalada, una vez sedados, fueron sacrificados vía dislocación cervical en los 

tiempos designados en este protocolo o en caso de que los ratones perdieran más 

del 20% de su peso. Esto de acuerdo con las lineaciones de la NOM-062-ZOO-199 

y con la aprobación por el Comité de ética y el Comité interno para el cuidado y uso 

de los animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina y Hospital 



32 
 

Universitario “Jose Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. bajo el siguiente número de 

registro: IN20-00003. 

 

20 6.4.2 Evaluación Clínica 

Diariamente los animales se observaron, se pesaron y se midió la lesión presente 

en el cojinete plantar con ayuda de un vernier. Con las medidas obtenidas de la 

lesión (ancho x alto x largo) se utilizó la ecuación de la elipse para obtener el 

volumen de los cojinetes plantares. Igualmente, cada día se evaluó el progreso de 

la infección de acuerdo con la escala presentada a continuación 

Tabla 2. Evaluación clínica de la infección. Esta escala fue utilizada para evaluar 

diariamente el progreso de la infección en el cojinete plantar. 

 

21 6.4.3 Obtención de células de bazo y ganglio poplíteo 

En los días de infección programados para los sacrificios, el bazo y el ganglio 

poplíteo izquierdo extraídos se colocaron por separado en una caja Petri que 

contenía medio RPMI completo con glutamina, piruvato sódico 1 mM, HEPES 10 

mM, 1% aminoácidos no esenciales, 100 U de penicilina/mL, 100 gramos de 

estreptomicina/mL, posteriormente con ayuda de pinzas de disección estériles sin 

dientes y con estrías en las caras internas, se maceraron los órganos por separado 

para obtener una suspensión celular. Este procedimiento se realizó en condiciones 

de esterilidad. 

Las células obtenidas se recuperaron en tubos cónicos estériles de 15 mL. Cada 

tubo se centrifugó durante 10 minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el 

botón de células se concentró a 1 mL, después se añadió solución de lisis 1X 

Edema leve + 

Edema de 7 mm, absceso y ulceración ++ 

Edema, absceso y secreción de gránulos +++ 

Micetoma completo ++++ 
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(NH4Cl) para eliminar los eritrocitos y se agitó gentilmente el tubo durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Se volvió a centrifugar cada tubo durante 10 

minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el botón celular restante se lavó 

en 2 ocasiones más con 10 mL de PBS. Las células se suspendieron en un volumen 

total de 2 mL. Posteriormente, a partir de cada solución celular se determinó el 

número total de células por cada bazo y cada ganglio poplíteo extraído con la ayuda 

de una Cámara de Neubauer. 

 

22 6.4.4 Obtención de células del cojinete plantar  

En los días de infección programados para los sacrificios, cada cojinete plantar 

extraído se colocó en una caja Petri que contenía medio RPMI completo con 

glutamina, piruvato sódico 1 mM, HEPES 10 mM, 1% aminoácidos no esenciales y 

100 U de penicilina/mL, 100 gramos de estreptomicina/mL; adicionalmente a cada 

cojinete se agregó 1 mL de RPMI, al cual previamente se le agregó 0.7 mg de 

colagenasa XI. Posteriormente se realizó la incubación de estos durante 30 minutos 

a 37°C. Después de la incubación, con ayuda de unas pinzas de disección estériles 

sin dientes y con estrías en las caras internas, el tejido digerido se maceró para 

obtener una suspensión celular. Este procedimiento se realizó en condiciones de 

esterilidad. 

Las células obtenidas se recuperaron en tubos cónicos estériles de 15 mL. Cada 

tubo se centrifugó durante 10 minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el 

botón de células se concentró a 1 mL, después se añadió solución de lisis 1X 

(NH4Cl) para eliminar los eritrocitos y se agitó gentilmente el tubo durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Se volvió a centrifugar cada tubo durante 10 

minutos a 1800 rpm, se descartó el sobrenadante y el botón celular restante se lavó 

en 2 ocasiones más con 10 mL de PBS. Las células se suspendieron en un volumen 

total de 2 mL. Posteriormente, a partir de cada solución celular se determinó el 

número total de células por cada cojinete plantar extraído con la ayuda de una 

Cámara de Neubauer. 
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23 6.4.5 Conteo Celular de Linfocitos 

Se tomaron 10 µL de cada suspensión celular obtenida y se añadieron a 90 µL de 

ácido acético (dilución 1:10), una vez homogenizada la suspensión se tomaban 10 

µL de esta para posteriormente colocarlos en la Cámara de Neubauer y realizar el 

conteo celular. Este procedimiento se utilizó con el fin de determinar el número total 

de células por cada bazo y cada ganglio poplíteo.  

 

24 6.4.6 Determinación de Carga Bacteriana (Unidades Formadoras De 

Colonias) 

Para cuantificar la carga bacteriana presente en el cojinete plantar a los diferentes 

días de infección analizados, se tomó una alícuota de 1 mL de las suspensiones 

celulares obtenidas una vez digerido y macerado el tejido. A partir de esta alícuota 

se realizaron diluciones seriadas con solución salina estéril (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32); de cada dilución se tomaron 20 µL y se sembraron en una placa de agar BHI 

utilizando el Método de Miles & Misra. Este método consiste en dividir la placa en 9 

áreas iguales, y por cada área, a una altura de 2.5 cm depositar 20 µL de cada 

dilución a determinar; este procedimiento se realiza por triplicado. Posteriormente 

se incubaron las placas durante 72 horas a 37°C (Incubadora Microbiológica J.M. 

Ortiz, México), monitoreando el crecimiento cada 24 horas. Los sectores en dónde 

había más de 20 colonias no mostraron confluencia y fueron utilizados para realizar 

los conteos de viabilidad. El número de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 

por 0.02 mL de una dilución se obtuvo calculando la media de los contajes para 

cada dilución en las placas (Cuenta Colonias Quebec Darkfield, Reicjert-Jung). 

 

25 6.5.1 Citometría De Flujo 

Las suspensiones celulares obtenidas a partir del bazo, ganglio poplíteo y cojinete 

plantar se ajustaron a 105 células/mL, posteriormente a cada tubo de citometría se 

le añadió 1 mL de Buffer bloqueador y se incubo durante 30 minutos a 4°C en 

completa oscuridad. Después, los tubos se lavaron con 1 mL de PBS para proceder 
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a incubar las suspensiones celulares con los anticuerpos monoclonales conjugados 

para determinar la expresión de CD3 (APC-Cy7), CD4 (Pacific Blue), CD8 (FITC), 

PD-1 (PE) y TIM-3 (APC). Esta última incubación se realizó durante 30 minutos a 

4°C en completa oscuridad. Por último, una vez finalizada de la incubación, se 

lavaron las células con 1 mL de PBS y, posterior a esto, se agregaron 200 µL de 

PBS y 20 µL de paraformaldehído al 2% para fijar las células. 

La adquisición de los datos se realizó en un FACS Canto II y en un LSR Fortesa. 

Por cada tubo de citometría se adquirieron 10,000 eventos; cada adquisición se 

realizó por duplicado. Los resultados de la Citometría de flujo fueron analizados 

utilizando el programa FlowJo. 

 

26 6.5.2 Anticuerpos Monoclonales Utilizados 

Los siguientes anticuerpos monoclonales de superficie de rata anti-ratón 

conjugados con fluorocromos fueron utilizados en este trabajo: 

Tabla 3. Anticuerpos monoclonales para citometría de flujo. Se especifican las 

características de los anticuerpos utilizados para el análisis por citometría de flujo. 

 

27 6.5.3 Estrategia de Análisis 

Los datos obtenidos a partir de la citometría de flujo fueron analizados con el 

Software FlowJo 10.4. Para la estrategia de análisis, en cada muestra analizada, al 

comenzar se eliminaron los dobletes y tripletes celulares creando el gate FSC-A 

Anticuerpos de Superficie 

Anticuerpo Dilución Clona Fluorocromo Compañía 

Anti-CD3 1:50 17A2 APC-Cy7 BD Biosciencies 

Anti-CD4 1:1,000 RM4-5 Pacific Blue BD Biosciencies 

Anti-CD8 1:500 53-6.7 FITC BD Biosciencies 

Anti-PD1 1:100 RMP1-30 PE BD Biosciencies 

Anti-TIM3 1:300 8B-2C12 APC BD Biosciencies 
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FSC-H, seleccionando sólo los eventos únicos para un mejor análisis; 

posteriormente, en base a las características morfológicas de las células, es decir, 

tamaño y granularidad se creó el gate FSC-A vs SSC-A, seleccionando el cluster de 

células asociado a los Linfocitos; por último, para establecer el punto de corte de la 

población negativa, se crearon los gates de las poblaciones de interés a partir de 

células sin teñir como se describe a continuación: CD3+(APC-Cy7) vs CD4+(Pacific 

blue) para diferencias a los Linfocitos T cooperadores y CD3+(APC-Cy7) vs 

CD8+(FITC) para diferenciar a los Linfocitos T citotóxicos; una vez delimitadas estas 

dos poblaciones, para cada una se creó el gate PD-1(PE) y TIM-3(APC). 

Figura 6. Estrategia de análisis para la citometría de flujo. Se muestran los gates que se 

utilizaron para determinar cada población linfocitaria y la expresión de los receptores 

inhibidores PD-1 y TIM-3. 

 

28 6.6 Análisis Estadístico 

Los datos de la carga bacteriana, del volumen del cojinete plantar, la cuantificación 

de las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ y el análisis de expresión de los 

receptores inhibidores PD-1 y TIM-3 en cada población linfocitaria del bazo, ganglio 
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poplíteo y cojinete plantar en las fases aguda y crónica de la infección fueron 

analizados estadísticamente con ayuda del Software GraphPad Prism7. 

Se utilizaron las siguientes pruebas estadísticas: prueba de Kruskal-Wallis, ANOVA 

de una vía, ANOVA de dos vías y Comparación múltiple de Dunnett. 

Se consideró un valor de p<0.05 para establecer los resultados como 

estadísticamente significativos. 
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CAPÍTULO 7 

Resultados 

29 7.1 Cuantificación de la carga bacteriana en el tejido infectado durante las 

fases aguda y crónica de la infección. 

A partir de las suspensiones obtenidas del cojinete plantar se realizó la 

cuantificación de la carga bacteriana mediante el método de Miles & Misra 101, en 

los días 7, 15, 70, 90 y 120 de infección. 

La infección está determinada por una fase aguda, que abarca el día 7 y el día 15 

de ésta; y una fase crónica, que abarca los días 70, 90 y 120 de la misma. 

En la fase aguda de la infección, se encontró que la carga bacteriana disminuía 

conforme progresaba la infección; esto en comparación con el primer día de la 

infección, donde se inocularon 1x106 UFC en el cojinete plantar. En el día 7 se 

encontró una carga bacteriana de 100x102 UFC, mientras que en el día 15 se 

encontró una carga bacteriana aún menor de 6x102 UFC (Figura 7). 

Figura 7. Cuantificación de la carga bacteriana en el cojinete plantar. En los días de 

infección señalados se cuantificaron las UFC en la fase aguda (días 7 y 15) y fase crónica 

(días 70, 90 y 120) de la infección utilizando el método de Miles & Misra. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Dunnett (**** p=0.0001) 
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30 7.2 Determinación del volumen del tejido inflamado durante las fases 

aguda y crónica de la infección. 

Con la finalidad de determinar el grado de inflamación presente en el tejido 

infectado, durante el progreso de la infección en las fases aguda y crónica de esta, 

se utilizó un vernier para medir el cojinete plantar infectado durante los días 7, 15, 

70, 90 y 120 de infección, y así, calcular por medio de la ecuación de la elipse el 

volumen del tejido infectado; de igual manera se midió el cojinete plantar de los 

ratones no infectados para comparar el aumento de volumen de este tejido. 

En la fase aguda de la infección, en el día 7 se puede observar un aumento muy 

pronunciado de volumen en el tejido infectado, mientras que en el día 15, éste se 

ve disminuido casi en su totalidad, observando un volumen muy similar al presente 

en el grupo de ratones no infectados. 

Mientras que, en la fase crónica, se puede observar que conforme progresa la 

infección ya establecida, el volumen del tejido infectado aumenta diariamente. En el 

día 70 se puede apreciar un aumento de volumen aún mayor que en el día 15, así 

mismo, este comportamiento se repite en los días 90 y 120. En este tiempo, el 

volumen del cojinete plantar aumenta dos y hasta tres veces más que el observado 

en el día 70 (Figura 8). 

Figura 8. Evolución clínica del tejido infectado. Mediante la ecuación de la elipse se 

obtuvieron los volúmenes correspondientes a los días de infección señalados durante la 

fase aguda (día 7 y 15) y fase crónica (día 70, 90 y 120) de la infección. ANOVA de una vía, 

Comparación multiple de Dunnett (** p=0.001, *** p=0.0001). 
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31 7.3 Cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ en el 

bazo durante las fases aguda y crónica de la infección. 

 

Utilizando las suspensiones celulares de los bazos extraídos durante las fases 

aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de las células con los 

anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 para después ser 

analizadas por citometría de flujo; esto con el fin de cuantificar las poblaciones de 

Linfocitos T presentes en el órgano mencionado anteriormente. 

 

Figura 9. Dot plots representativos de la citometría de flujo en bazo. A partir de los datos 

adquiridos de las suspensiones celulares de los bazos se realizó la cuantificación de las 

poblaciones de Linfocitos T Cooperadores CD4+ y Linfocitos T Citotóxicos CD8+ presentes 

en este órgano linfoide. 
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Durante la fase aguda de la infección, el porcentaje de la población de Linfocitos T 

CD4+ en bazo fue mayor en los ratones no infectados, en comparación con los días 

7 y 15; en el día 7 se observó un decremento de alrededor 10% en esta población 

linfocitaria comparada con ratones no infectados. Cuando este mismo día se 

comparó con el día 15, se encontró que estas dos poblaciones linfocitarias eran muy 

similares entre sí; sin embargo, en el día 15 el porcentaje aumentó 5%, aunque no 

superó el encontrado en ratones no infectados. Al realizar las mismas 

comparaciones en números absolutos de células conformando la población de 

Linfocitos T CD4+, se encuentra un comportamiento exactamente igual al 

observado con los porcentajes (Figura 10). 

 

Figura 10. Linfocitos T CD4+ presentes en el bazo en la fase aguda de la infección. A partir 

de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población de 

Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Tukey (* p=0.03, ** p=0.003). 
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En cuanto a los porcentajes de la población de Linfocitos T CD8+ durante la fase 

aguda presentes en bazo, estos tuvieron un comportamiento diferente al observado 

en los Linfocitos T CD4+. En la población de Linfocitos T CD8+, no se encontró 

diferencia alguna cuando se comparó el porcentaje correspondiente al grupo no 

infectado, con los porcentajes de los días 7 y 15; sin embargo, se encuentra una 

diferencia significativa comparando el día 7 y el día 15, dónde se puede observar 

que en el día 15 existió un incremento del 3% en el porcentaje de Linfocitos T CD8+ 

en comparación con el día 7. Mientras que comparando los números absolutos se 

puede observar en las gráficas que, solamente existe diferencia significativa 

comparando el grupo no infectado con el día 7 de infección, dónde se puede 

observar en este último día un decremento en el número de células que conforman 

la población de Linfocitos T CD8+; en lo que respecta al día 15, no existe diferencia 

alguna cuando se compara con el grupo no infectado o con el día 7 (Figura 11). 

Figura 11. Linfocitos T CD8+ presentes en el bazo en la fase aguda de la infección. A partir 

de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población de 

Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Tukey (* p=0.03, ** p=0.003). 
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En los días que abarcan la fase crónica de la infección, refiriéndose a el 

comportamiento de los  porcentajes de Linfocitos T CD4+ presentes en el bazo, se 

observó que en los días 70 y 90 los porcentajes de esta población fueron muy 

similares entre sí, sin embargo, existió un aumento muy pronunciado del 15% de los 

Linfocitos T CD4+ en el día 120 de infección, en comparación con los días 70 y 90. 

Observando el comportamiento de esta población linfocitaria en números absolutos, 

se observó que, no existieron diferencias significativas comparando el día 70 con 

los días 90 y 120, esto es que no existió gran diferencia entre los números de células 

que componen a la población de Linfocitos T CD4+. Sin embargo, se observó un 

aumento de estos números en el día 120 al comparar con el día 70 y el día 90; a 

pesar de esto, solo se encontró diferencia significativa entre la comparación de los 

números absolutos del día 90 y el día 120 (Figura 12).  

Figura 12. Linfocitos T CD4+ presentes en el bazo en la fase crónica de la infección. A 

partir de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población de 

Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Tukey (* p=0.03, *** p=0.0002). 
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En la población de los Linfocitos T CD8+ presente en el bazo durante la fase crónica 

de la infección, se observó gran diferencia entre los porcentajes de esta población 

durante los tres días estudiados. En el día 70 fue dónde se observó el menor 

porcentaje de esta población linfocitaria, en comparación con los días 90 y 120. En 

el día 90, el porcentaje fue mayor que el observado en el día 70 pero menor que el 

que se encontró en el día 120. En este último día, fue dónde estuvo presente el 

mayor porcentaje de Linfocitos T CD8+, en comparación con los días 70 y 90. En 

cuanto a números absolutos, se observó que, en comparación con los porcentajes, 

dónde se encontraron diferencias visibles y muy marcadas, en las comparaciones 

entre números absolutos de células presentes en los diferentes días de infección no 

se encontraron diferencias. Se observó que los números de células que 

conformaban la población eran muy similares cuando se comparaban entre los tres 

días de infección (70, 90 y 120), y, por tanto, no se encontró ninguna diferencia 

estadísticamente significativa en estas últimas comparaciones (Figura 13). 

 

Figura 13. Linfocitos T CD8+ presentes en el bazo en la fase crónica de la infección. A 

partir de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población de 

Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Tukey (* p=0.03, *** p=0.0002). 
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En todos los días de infección pertenecientes tanto a la fase aguda como a la 

crónica, así como en los ratones no infectados, se observó que, en el bazo, la 

población de Linfocitos T CD4+ era mayor que la población de los Linfocitos T CD8+. 

En cuanto a el análisis individual de estas dos poblaciones a lo largo de los 

diferentes días de infección, se identificó un comportamiento similar; donde el 

porcentaje de la población de Linfocitos T CD4+ durante la fase aguda (días 7 y 15) 

era hasta dos veces mayor que el porcentaje de la población observada en la fase 

crónica de infección (días 70, 90 y 120). En los ratones no infectados fue donde se 

encontró el mayor porcentaje de esta población en comparación con la fase aguda 

y crónica de la infección. Una vez que se hicieron las mismas comparaciones, pero 

con los números absolutos de las poblaciones presentes en el bazo, se encontró el 

mismo comportamiento que el observado en los porcentajes. Esto es que, en la fase 

aguda hay más células presentes conformando la población de Linfocitos T CD4+, 

en comparación con la fase crónica de la infección, dónde se observó que esta 

misma población celular estaba conformada por un menor número de células 

(Figura 14). 

Figura 14. Linfocitos T CD4+ presentes en el bazo en las fases aguda y crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de 

infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población 

de Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Dunnett (**** p=0.0001). 
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De igual manera, en el análisis de la población de Linfocitos T CD8+ a lo largo de 

los diferentes días de infección, se identificó un comportamiento similar; donde el 

porcentaje de la población de Linfocitos T CD8+ durante la fase aguda (días 7 y 15) 

era mayor que el porcentaje observado en la fase crónica de infección en los días 

70 y 90, pero cuando se comparó con el día 120, se observó que el porcentaje de 

esta población era muy similar a la observada en los ratones no infectados; cabe 

destacar que, en este último grupo de ratones, fue dónde se encontró el mayor 

porcentaje de Linfocitos T CD8+ en comparación con la fase aguda y crónica de la 

infección. Una vez que se hicieron las mismas comparaciones, pero utilizando 

números absolutos de las poblaciones presentes en el bazo, se encontró un 

comportamiento similar que el observado en los porcentajes, con la excepción de 

que, utilizando números absolutos, incluso en el día 120 disminuía el número de 

células que conformaba la población linfocitaria (Figura 15). 

Figura 15. Linfocitos T CD8+ presentes en el bazo en las fases aguda y crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de 

infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la población 

de Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación 

múltiple de Dunnett (**** p=0.0001). 
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32 7.4 Cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T 

CD8+ en el ganglio poplíteo durante las fases aguda y crónica de la 

infección. 

 

Utilizando las suspensiones celulares obtenidas a partir de los ganglios poplíteos 

extraídos durante las fases aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de 

las células con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 para 

después ser analizadas por citometría de flujo; esto con el fin de cuantificar las 

poblaciones de Linfocitos T presentes en el órgano mencionado anteriormente. 

 

Figura 16. Dot plots representativos de la citometría de flujo en ganglio poplíteo. A partir de 

los datos adquiridos de las suspensiones celulares de los ganglios poplíteos se realizó la 

cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T Cooperadores CD4+ y Linfocitos T 

Citotóxicos CD8+ presentes en este órgano linfoide. 
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En el ganglio poplíteo durante la fase aguda de la infección, el porcentaje de la 

población de Linfocitos T CD4+ fue mayor en el grupo no infectado, en comparación 

con los días 7 y 15; el menor porcentaje de esta población linfocitaria fue observado 

en el día 7, en comparación con el grupo no infectado y el día 15; sin embargo, se 

encontró una gran similitud entre los porcentajes de células observados en los días 

7 y 15 de infección. En contraste con las comparaciones de los porcentajes en los 

diferentes días de infección, cuando se compararon los números absolutos de 

células que conformaban las poblaciones de Linfocitos T CD4+ no se encontró 

ninguna diferencia entre ellas. Como se puede observar en la figura 17, los números 

de células que conformaban a esta población celular eran muy similares entres el 

grupo no infectado, el día 7 y el día 15, por tanto, no se observó ninguna diferencia 

estadística significativa (Figura 17). 

Figura 17. Linfocitos T CD4+ presentes en el ganglio poplíteo en la fase aguda de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey (% * p=0.01, ** p=0.003). 
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Cuando se analizó la población de Linfocitos T CD8+ presente en ganglio poplíteo 

durante la fase aguda, se observó que el porcentaje más bajo de esta población 

provenía del grupo no infectado, en comparación con los días 7 y 15; mientras que 

el porcentaje más alto se encontró en el día 7, comparando con el grupo no infectado 

y el día 15. En este último día se encontró que el porcentaje de estos linfocitos era 

un poco más elevado (alrededor de 5%) que en comparación con el grupo no 

infectado pero menor que el observado el día 7. Utilizando números absolutos para 

comparar las poblaciones de Linfocitos T CD8+, se encontró el mismo patrón de 

comportamiento observado con los porcentajes; esto es, el día en donde se observó 

el mayor número de células que conformaban la población de Linfocitos T CD8+ fue 

el día 7, en comparación con el grupo no infectado y el día 15; por el contrario, el 

día donde se encontró menor cantidad de células pertenecientes a la población en 

cuestión fue el del grupo no infectado, comparando con los días 7 y 15. Por último, 

la población observada el día 15 en comparación con el grupo no infectado estaba 

conformada por más células, pero en comparación con el día 7, se encontró menor 

cantidad en el número de Linfocitos conformando esta población (Figura 18). 

Figura 18. Linfocitos T CD8+ presentes en el ganglio poplíteo en la fase aguda de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey (% ** p=0.001 *** p=0.0004) (# ** p=0.001 *** 

p=0.0002). 
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En la fase crónica de la infección, la población de Linfocitos T CD4+ presente en el 

ganglio poplíteo, sufrió varios cambios durante los diferentes días de infección 

estudiados. El porcentaje de esta población en el día 70 fue el menor, comparado 

con los porcentajes de los días 90 y 120; mientras que el mayor porcentaje se 

encontró en el día 120 de la infección, cuando se comparaba con los días 70 y 90. 

En este ultimo día mencionado, se observó que el porcentaje perteneciente a este 

es tres veces mayor que el observado en el día 70, pero ocurre lo contrario cuando 

se compara con el día 120, donde se encontró que estos dos porcentajes eran muy 

similares. Con los números absolutos, existe un comportamiento diferente al 

observado en los porcentajes. Donde se percibió que las poblaciones de Linfocitos 

T CD8+ de los días 70 y 90 estaban conformados por un número de células muy 

similar entre sí. Mientras tanto, en el día 120 de la infección, se encontró un mayor 

número de células que conformaban a esta población linfocitaria, donde se observó 

un aumento de células de hasta 5 veces, esto en comparación con los días 70 y 90 

(Figura 19). 

 

Figura 19. Linfocitos T CD4+ presentes en el ganglio poplíteo en la fase crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey (% *** p=0.0003 **** p<0.0001) (# *** p<0.0001). 
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Durante la fase crónica de la infección en el ganglio poplíteo, la diferencia entre los 

porcentajes de la población de Linfocitos T CD8+ en los diferentes días de infección 

estudiados fue mayor que la observada en la fase aguda. El porcentaje más 

pequeño de esta población se observó en el día 70 de la infección, en comparación 

con los días 90 y 120; mientras que, por el contrario, el mayor porcentaje de 

Linfocitos T CD8+ se encontró en el día 120, cuando se comparó con el día 70 y el 

día 90. En este último día el porcentaje de la población linfocitaria fue 15 veces 

mayor que el observado en el día 70 pero 5 veces menor que en comparación con 

el día 120. En números absolutos de células pertenecientes a la población de 

Linfocitos T CD8+, se observó un comportamiento un poco diferente al observado 

en los porcentajes de esta misma población. En el día 70 y en el día 90, se encontró 

que los números de células que conformaban la población linfocitaria era muy 

similar entre sí, no encontrando diferencia estadística significativa entre estos dos 

días. Por el contrario, en el día 120, existió un incremento muy notable en el número 

de células que conformaban la población de hasta 5 veces mayor, esto en 

comparación con los días 70 y 90 (Figura 20). 

Figura 20. Linfocitos T CD8+ presentes en el ganglio poplíteo en la fase crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey (% * p=0.01 *** p=0.0004) (# **** p<0.0001). 
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Una vez que se compararon juntas la fase aguda y la fase crónica de la infección, 

las poblaciones de Linfocitos T CD4+ presentes en el ganglio poplíteo a lo largo de 

los diferentes días de infección, se observó que en general, los porcentajes de esta 

población linfocitaria eran mayor en los días de fase aguda (días 7 y 15), en 

comparación con los días de la fase crónica (días 70, 90 y 120). Entre los días 

estudiados de las dos fases de la infección, el día que presentó un menor porcentaje 

de esta población fue el día 70, en este día se observó que el porcentaje de 

Linfocitos T CD4+ era hasta tres veces menor que en el grupo no infectado, cabe 

destacar que, en este último, fue donde se encontró el mayor porcentaje de esta 

población. Una vez analizados estos mismos días, pero con número absolutos de 

células conformando las poblaciones de Linfocitos T CD4+, se encontró el mismo 

comportamiento, en cuanto a que, en la fase aguda se observó mayor número de 

células en comparación con la fase crónica. A pesar de este patrón de 

comportamiento, se presentó un menor número de células, muy similar entre sí, en 

los días 70 y 90; mientras que en el día 120 la diferencia entre el número de células 

conformando la población se hizo menos evidente en comparación con el grupo no 

infectado y la fase aguda de la infección (Figura 21). 

 Figura 21. Linfocitos T CD4+ presentes en el ganglio poplíteo en las fases aguda y crónica 

de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (% *** p=0.003, **** p=0.0001) (# * p=0.03, **** 

p<0.0001). 

N o  in fe c ta d o 7 1 5 7 0 9 0 1 2 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

8 0

9 0

C D 3 +  C D 4 +

D ía s  d e  In fe c c ió n

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T

A g u d a

C ró n ic a
* * * *

* * * *

* * *

G a n g l i o  p o p l í t e o

N o  in fe c ta d o 7 1 5 7 0 9 0 1 2 0

0

2 0 0 0

4 0 0 0

6 0 0 0

8 0 0 0

C D 3 +  C D 4 +

D ía s  d e  In fe c c ió n

#
 A

b
s

o
lu

to
s

 d
e

 L
in

fo
c

it
o

s
 T

A g u d a

C ró n ic a* * * *

* * * *

*

G a n g l i o  p o p l í t e o



53 
 

En cuanto a la población de Linfocitos T CD8+ durante las fases aguda y crónica de 

la infección, se apreció que en general, los valores eran menores en comparación 

con la población de Linfocitos T CD4+. En los días estudiados se encontró un 

porcentaje relativamente constante durante los días de fase aguda. En los días de 

fase crónica, hubo un descenso del 20% en el día 70, en comparación con los días 

7 y 15; mientras que en el día 90, el porcentaje se elevó en un 15% en comparación 

con el día 70, hasta alcanzar un valor similar al observado en el grupo no infectado; 

y en el día 120 se observó un incremento que en los días 7,15 70, 90, y en el grupo 

no infectado. Se observó que en el día 70 fue donde había menor porcentaje de 

Linfocitos T CD8+. Por el contrario, dentro de las dos fases de infección, el mayor 

porcentaje de esta población linfocitaria se encontró en el día 120. Al analizar los 

números absolutos de células pertenecientes a la población de Linfocitos T CD8+, 

se encontró un comportamiento similar al observado en los porcentajes durante las 

fases aguda y crónica. En los días 7 y 15, así como en el grupo no infectado, se 

presenció un número de células relativamente constante; mientras que en los días 

70 y 90 el número de células conformando estas poblaciones era muy similar entre 

sí. Por último, en el día 120 se encontró que la población de Linfocitos T CD8+ 

estaba conformada por un mayor número de células en comparación con todos los 

días de infección restantes (7, 15, 90 y 120) y el grupo no infectado (Figura 22). 

Figura 22. Linfocitos T CD8+ presentes en el ganglio poplíteo en las fases aguda y crónica 

de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (% ** p=0.006, **** p=0.0001) (# **** p<0.0001). 
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33 7.5 Cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T 

CD8+ en el cojinete plantar durante las fases aguda y crónica de la 

infección. 

 

Utilizando las suspensiones celulares obtenidas a partir de los cojinetes plantares 

extraídos durante las fases aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de 

las células con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 para 

después ser analizadas por citometría de flujo; esto con el fin de cuantificar las 

poblaciones de Linfocitos T presentes en el órgano mencionado anteriormente. 

 

Figura 23. Dot plots representativos de la citometría de flujo en cojinete plantar. A partir de 

los datos adquiridos de las suspensiones celulares de los cojinetes plantares se realizó la 

cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T Cooperadores CD4+ y Linfocitos T 

Citotóxicos CD8+ presentes en este órgano linfoide. 
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Durante la fase aguda de la infección en el cojinete plantar, se observó un 

comportamiento totalmente diferente al encontrado en el bazo y en el ganglio 

poplíteo. Con respecto a los porcentajes de la población de Linfocitos T CD4+ en 

los diferentes días de infección, se observó que en los días 7 y 15 había un 

incremento del 20% con respecto al grupo no infectado; en este último grupo esta 

población linfocitaria estaba casi completamente ausente. Cabe destacar, que los 

porcentajes observados en los días 7 y 15 eran muy similares entre sí. Una vez 

realizadas las mismas comparaciones, pero utilizando números absolutos de 

células que conformaban a las poblaciones de Linfocitos T CD4+, se observó que 

al igual que en lo encontrado en los porcentajes, esta población celular estaba casi 

ausente en el grupo no infectado. Por otro lado, en comparación con este último 

grupo, en el día 7 de infección se encontró un incremento en las células que 

conformaban la población linfocitaria, sin embargo, era menor el número de 

Linfocitos T que en el día 15. En este día, al igual que en los porcentajes, fue donde 

se encontró un mayor número de células conformando la población celular (Figura 

24). 

 

Figura 24. Linfocitos T CD4+ presentes en el cojinete plantar en la fase aguda de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en el tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey (% **** p<0.0001) (#   * p=0.01, * p=0.04). 
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Con respecto a la población de Linfocitos T CD8+ durante la fase aguda de la 

infección, se apreció un comportamiento muy similar al observado en la población 

de Linfocitos T CD4+. En el grupo no infectado la presencia de Linfocitos T CD8+ 

era prácticamente ausente, en comparación con los días 7 y 15 de infección. 

Específicamente en el día 7 había un aumento del 5% comparando con el grupo no 

infectado, pero este era menor que el observado en el día 15. En este ultimo día fue 

donde se encontró el mayor porcentaje de población linfocitaria. Hablando de estas 

mismas comparaciones, pero utilizando los números absolutos de células 

conformando las poblaciones de Linfocitos T CD8+, se observó el mismo patrón de 

comportamiento observado con los porcentajes de estas células. En el grupo no 

infectado, los números de células eran muy bajos en comparación con los días 7 y 

15. En el día 7 aunque se observó un incremento en los números absolutos, no fue 

suficiente para ser estadísticamente significativo; por el contrario, en el día 15 de 

infección había un gran aumento en el número de células en comparación con el 

día 7 y el grupo no infectado (Figura 25). 

Figura 25. Linfocitos T CD8+ presentes en el cojinete plantar en la fase aguda de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en el tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey (% * p=0.02, ** p=0.008, *** p=0.0004) (# * p=0.01, * 

p=0.02). 

N o  in fe c ta d o 7 1 5

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

C D 3 +  C D 8 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

%
 d

e
 L

in
fo

c
it

o
s

 T

* *

*

* * *

C o j in e t e  p la n t a r

N o  in fe c ta d o 7 1 5

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

C D 3 +  C D 8 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

#
 A

b
s

o
lu

to
s

 d
e

 L
in

fo
c

it
o

s
 T

n s

*

*

C o j in e t e  p la n t a r



57 
 

Al realizar el estudio de la fase crónica de la infección, en lo que respecta a la 

población de Linfocitos T CD4+, se observó que en el porcentaje del día 90 fue 

mayor en comparación con los días 70 y 120; por el contrario, en el día 120 se 

observó el menor porcentaje de esta población comparando con los días restantes. 

El día 70 presentó menor porcentaje de Linfocitos T CD8+ que el día 90, pero era 

mayor que el observado en el día 120. A pesar de todas estas diferencias antes 

mencionadas, no se encontró diferencia estadística significativa en ninguno de los 

días pertenecientes a esta fase de infección. Al realizar estas mismas 

comparaciones utilizando números absolutos de células pertenecientes a la 

población de Linfocitos T CD8+, se observó que en los días 70 y 90 estaba 

presentes un número muy similar de células conformando a esta población 

linfocitaria. Por otro lado, en el día 90, al contrario que lo encontrado en los 

porcentajes, se observó que en este día era donde los números de células eran 

mucho menores que en comparación con los días 70 y 120. Cabe destacar que al 

igual que en los porcentajes, tampoco se encontró diferencia estadística significativa 

alguna (Figura 26). 

Figura 26. Linfocitos T CD4+ presentes en el cojinete plantar en la fase crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en el tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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En la población de Linfocitos T CD8+ durante la fase crónica, se observó un patrón 

de comportamiento muy similar al observado en los Linfocitos T CD4+. En los días 

70 y 90 se observaron porcentajes muy similares entre sí, a estos tiempos se 

presentó un porcentaje mayor en comparación con el día 120. En el día 90 se 

observó el mayor porcentaje comparado con los días 70 y 120. En el día 70 el 

porcentaje fue mayor que en el día 120 pero menor que el observado en el día 90. 

A pesar de encontrar diferencias marcadas entre los porcentajes de los diferentes 

días de infección, estas diferencias no arrojaron resultados estadísticos 

significativos. Una vez que se realizaron estas mismas comparaciones, utilizando 

números absolutos de células conformando la población de Linfocitos T CD8+, se 

observaron diferencias en el patrón de comportamiento. El día 90 fue el día en 

donde se obtuvo el menor número de células conformando la población, en 

comparación con los días 70 y 120. Por el contrario, en el día 70 fue en el que se 

encontró el mayor número de células en la población linfocitaria. En el día 120 se 

observaron números absolutos más elevados que en el día 90 pero menores que 

los del día 70. Al igual que en lo observado con los porcentajes de Linfocitos T 

CD8+, no se encontraron diferencias estadísticas significativas (Figura 27). 

Figura 27. Linfocitos T CD8+ presentes en el cojinete plantar en la fase crónica de la 

infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en el tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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Comparando las fases aguda y crónica de la infección, en general se encontró que 

los porcentajes de la población de Linfocitos T CD4+ eran mayores que los de la 

población de Linfocitos T CD8+; patrón de comportamiento observado 

anteriormente en el bazo y en el ganglio poplíteo. En lo que respecta a la población 

de Linfocitos T CD4+, se observó que, en la fase aguda de la infección los 

porcentajes eran mayores en comparación con los días de fase crónica. El 

porcentaje menor de esta población celular se encontró en el grupo no infectado, en 

comparación con los días de fase aguda (día 7 y 15) y los de fase crónica (70, 90 y 

120). Observando el comportamiento de la población de Linfocitos T CD4+ en 

números absolutos, se encontró un patrón de comportamiento diferente; donde los 

días 15, 70 y 120 compartían números absolutos de células muy similares entre sí. 

Al igual que en los porcentajes, el grupo no infectado fue el que presentó menor 

número de Linfocitos T CD4+ en comparación con los días 7, 15, 70, 90 y 120. De 

igual manera, entre las dos fases, en donde se encontró mayor cantidad de células 

fue el día 15 perteneciente a la fase aguda (Figura 28). 

 

Figura 28. Linfocitos T CD4+ presentes en el cojinete plantar en las fases aguda y crónica 

de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD4+ presente en el tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Dunnett (% * p=0.02, * p=0.01, * p=0.04) (# * p=0.01, * 

p=0.02). 
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Durante las fases aguda y crónica de la infección, refiriéndonos a la población de 

Linfocitos T CD8+ se encontró que, conforme progresaba la infección, estos 

porcentajes iban aumentando gradualmente, con excepción del día 120, donde se 

observó que el porcentaje era incluso menor que el del día 7. El grupo no infectado, 

al igual que lo encontrado en los Linfocitos T CD4+, fue el que presentó el menor 

porcentaje en comparación con los días de fase aguda y fase crónica. Dentro de 

estas fases, se observó que, en los días 70 y 90 fueron los que presentaron mayores 

porcentajes. Por el contrario, en los días que se obtuvo el menor porcentaje fueron 

los días 7 y 120. Analizando esta misma población celular, pero utilizando números 

de células presentes en esta, se observó claramente que la fase aguda presentaba 

menores números de células conformando a la población linfocitaria en 

comparación con la fase crónica. Cabe destacar que, el grupo no infectado fue en 

donde se observó que los Linfocitos T estaban casi ausentes. Dentro de la fase 

crónica, los días 70 y 120 fueron los que obtuvieron mayores números de Linfocitos 

T CD8+ en comparación con los días 7, 15, 90 y el grupo no infectado. Cabe 

destacar que, tanto en porcentajes como en números absolutos, esta población 

linfocitaria siempre fue mayor en la fase crónica (Figura 29). 

Figura 29. Linfocitos T CD8+ presentes en el cojinete plantar en las fases aguda y crónica 

de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los 

diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para 

cuantificar la población de Linfocitos T CD8+ presente en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (% ** p=0.008, ** p=0.003) (# * p=0.01, * p=0.04). 
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34 7.6 Cuantificación de la expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 en 

Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ en el bazo durante las fases aguda 

y crónica de la Infección. 

Utilizando las suspensiones celulares obtenidas a partir de los bazos extraídos 

durante las fases aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de las células 

con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-PD1 y anti-

TIM3 para después ser analizadas por citometría de flujo; esto con el fin de 

cuantificar las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en 

el órgano mencionado anteriormente y posteriormente, analizar la expresión de los 

receptores PD-1 y TIM-3 en estas poblaciones celulares. 

 

Figura 30. Dot plots representativos de la citometría de flujo en bazo para el análisis de PD-

1 y TIM-3. A partir de los datos adquiridos de las suspensiones celulares de los bazos se 

realizó la cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T Cooperadores CD4+ y Linfocitos 

T Citotóxicos CD8+ presentes en este órgano linfoide, posteriormente se analizó la 

expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 dentro de estas poblaciones linfocitarias. 
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Durante la fase aguda de la infección, tanto el comportamiento de los porcentajes 

de los Linfocitos T CD4+ como el de los Linfocitos T CD8+ que expresaban 

solamente PD-1 fue progresivo; es decir, conforme la infección avanzaba, estos 

porcentajes iban aumentando progresivamente. En el grupo no infectado se 

encontró el menor porcentaje de estas poblaciones en comparación con los días 7 

y 15. Mientras que, en el día 7 de infección se observó un porcentaje mayor al 

encontrado en el grupo no infectado, pero, menor en comparación con el día 15. 

Este último día, por consiguiente, fue donde se presenció el porcentaje más alto. 

Dentro de estas dos poblaciones linfocitarias, es de resaltar que, los porcentajes en 

esta fase de la infección de la población de Linfocitos T CD4+ es mayor en 

comparación con los de la población de Linfocitos T CD8+. Cabe mencionar que, a 

pesar de que se observaron diferentes porcentajes en los días de infección 

estudiados, no se encontraron resultados estadísticos significativos (Figura 31). 

 

Figura 31. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del 

bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de 

flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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En lo que respecta a la fase crónica de la infección, el patrón de comportamiento de 

la expresión de PD-1 por los Linfocitos T fue diferente al observado en la fase aguda. 

En los porcentajes de los Linfocitos T CD4+ PD-1+ observados en los días 70 y 90 

existió una similitud en estos, en comparación con el día 120. En este ultimo día, se 

encontró el menor porcentaje en comparación con los otros días estudiados. Por 

tanto, los días 70 y 90 fue donde se observó el mayor porcentaje de Linfocitos T 

CD4+ expresando PD-1. En cuanto a la población de Linfocitos T CD8+ PD-1+ en 

los tres días de infección se encontraron porcentajes muy similares entre sí. Aunque 

se observó que los conforme progresaba la infección, los porcentajes aumentaban 

alrededor del 2%; sin embargo, el aumento progresivo de estos porcentajes fue casi 

imperceptible. Por tanto, como había mucha similitud entre los porcentajes de los 

diferentes días de infección, no se encontraron diferencias estadísticas significativas 

(Figura 32). 

 

Figura 32. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del 

bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de 

flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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Una vez que se comparó la expresión de PD-1 entre la fase aguda y la crónica, se 

observó que, tanto en la población de Linfocitos T CD4+ como en la de Linfocitos T 

CD8+, los porcentajes de expresión eran mucho más grandes en los días 

pertenecientes a la fase crónica (días 70, 90 y 120) en comparación con los días de 

la fase aguda (días 7 y 15). Este aumento en la expresión de PD-1 superaba hasta 

20 veces la encontrada en los días de infección aguda, así como en el grupo no 

infectado. En este grupo, hay que destacar que fue donde se encontró el menor 

porcentaje de PD-1 expresado por Linfocitos T para ambas poblaciones celulares. 

Un dato más observado fue que, en la población de Linfocitos T CD8+ la expresión 

de este receptor fue más grande en cuanto a porcentajes, cuando era comparada 

con la expresión encontrada en la población de Linfocitos T CD4+ (Figura 33). 

 

Figura 33. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por 

citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de Linfocitos T 

CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple 

de Dunnett (CD3+CD4+ *** p=0.0004, **** p=0.0001) (CD3+CD8+ **** p=0.0001). 
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Analizando las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ se observó 

que, el patrón de comportamiento era muy similar entre sí, cuando se trataba de la 

expresión del receptor TIM-3 durante la fase aguda de la infección. En ambas 

poblaciones linfocitarias se encontró que el menor porcentaje de expresión 

correspondía al día 7; por el contrario, el porcentaje más alto para este receptor fue 

en el día 15 de infección. En el grupo no infectado la expresión de TIM-3 en ambas 

poblaciones celulares fue de 5 a 10% más grande que el observado en el día 7, 

pero más pequeño que el que se encontró en el día 15. Es de resaltar que en la 

población de Linfocitos T CD8+ se observaron mayores porcentajes de este 

receptor que en comparación con los Linfocitos T CD4+. Cabe mencionar que, 

aunque los porcentajes entre los días de infección estudiados fueron muy variables 

entre sí, sólo se encontró diferencia estadística significativa en el día 15 cuando era 

comparado con el día 7 y con el grupo no infectado; todo esto en la población de 

Linfocitos T CD4+. Por otro lado, para la población de Linfocitos T CD8+, la única 

diferencia estadística significativa resultó ser la comparación entre el día 7 y el día 

15 de infección (Figura 34). 

Figura 34. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del 

bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de 

flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Tukey 

(CD3+CD4+ * p=0.04, * p=0.01) (CD3+CD8+ ** p=0.006). 
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En cuanto a la expresión del receptor TIM-3 en la fase crónica de la infección, se 

observó un comportamiento en la población de Linfocitos T CD4+ diferente al 

encontrado en la población de Linfocitos T CD8+. Con respecto a los Linfocitos T 

CD4+, se observó que los días 70 y 90 presentaban un porcentaje de expresión 

muy similar entre sí, estos eran menores que el observado en el día 120. Es de 

mencionar que, en este último día fue donde se encontró el mayor porcentaje de 

TIM-3. Sin embargo, a pesar de las diferencias observadas en los porcentajes a lo 

largo de los días estudiados, no se encontró diferencia estadística significativa 

alguna. Por otro lado, en la población de Linfocitos T CD8+, no se observó la 

expresión del receptor TIM-3 en los días 70 y 90, mientras que en el día 120 se hizo 

evidente esta expresión, pero en muy poco porcentaje. Al igual que en los Linfocitos 

T CD4+, no se encontraron diferencias estadísticas significativas (Figura 35).   

Figura 35. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares obtenidas del 

bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por citometría de 

flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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En los porcentajes de expresión de TIM-3 durante la fase aguda y la fase crónica 

de la infección para las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ se 

observó que, en la fase aguda de ambas poblaciones celulares se encontraba la 

mayor expresión de este receptor en comparación con los días pertenecientes a la 

fase crónica. Comparando estas dos fases, se encontró que el mayor porcentaje fue 

en el día 15 para ambas poblaciones linfocitarias; la expresión de TIM-3 en el grupo 

no infectado y en los días de fase aguda era hasta 20 veces mayor en comparación 

con la fase crónica; ya que en los días 90, 70 y 120 la expresión de este receptor 

era casi imperceptible. A pesar de las diferencias tan grandes que existían entre los 

porcentajes, solamente en la población de Linfocitos T CD4+ no se encontró 

ninguna diferencia estadística significativa (Figura 36). 

 

Figura 36. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

bazo en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por 

citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T 

CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, Comparación múltiple 

de Dunnett (CD3+CD8+ * p=0.02). 
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En la coexpresión de los receptores PD-1 y TIM-3 durante la fase aguda de la 

infección se observó que, en general, en la población de Linfocitos T CD4+ los 

porcentajes de esta expresión dual eran mayor al ser comparada con la población 

de Linfocitos T CD8+. En ambas poblaciones linfocitarias se encontró que en el día 

7 fue donde había un menor porcentaje de estos dos receptores en comparación 

con el grupo no infectado y el día 15. En el grupo no infectado se observó un 

porcentaje mayor al del día 7, sin embargo, era menor que el observado en el día 

15. En este último día fue donde se encontró el porcentaje más alto de la 

coexpresión. Es de mencionar que, aunque se observaron diferencias entre los 

porcentajes de los diferentes días de infección, en la población de Linfocitos T CD8+ 

no se encontraron resultados estadísticos significativos. Mientras que en la 

población de Linfocitos T CD4+ estas diferencias significativas se encontraron solo 

al comparar el día 15 con el día 7 y el grupo no infectado (Figura 37).  

 

Figura 37. Coexpresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ 

presentes en el bazo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el análisis por 

citometría de flujo para cuantificar la coexpresión de PD-1 y TIM-3 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ * p=0.03, ** p=0.002). 

 

N o  in fe c ta d o 7 1 5

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

1 .2

C D 3 +  C D 8 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 P

D
-1

+
 T

IM
-3

+

B a z o

n s

n s

n s

N o  in fe c ta d o 7 1 5

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

1 .0

1 .2

C D 3 +  C D 4 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 P

D
-1

+
 T

IM
-3

+

B a z o

* *

*

n s



69 
 

En el comportamiento de la coexpresión de PD-1 y TIM-3 durante la fase crónica de 

la infección se observó que en la población de Linfocitos T CD8+ los porcentajes de 

esta coexpresión eran mayores que los observados para los Linfocitos T CD4+. En 

esta población se encontró que el día 90 era el que presentaba mayor coexpresión 

de estos receptores en comparación con los días 70 y 120. Por el contrario, el día 

70 era el que mostraba el menor porcentaje de los tres días estudiados; mientras 

que el día 120 tenía un porcentaje mayor al día 70, pero menor que el encontrado 

en el día 90. Es de destacar que, a pesar de estas diferencias antes mencionadas 

entre los porcentajes no se encontró diferencia significativa alguna. En cuanto a la 

población de Linfocitos T CD8+ se observó que los días 90 y 120 presentaban 

porcentajes muy similares entre sí, sin embargo, el día 120 era el que tenía un valor 

más alto en comparación con los días 70 y 120. El porcentaje menor se observó en 

el día 70. Al igual que en la población de Linfocitos T CD4+, en la población de 

Linfocitos T CD8+ no se encontraron diferencias estadísticas significativas (Figura 

38). 

 

Figura 38. Coexpresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ 

presentes en el bazo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la coexpresión de PD-1 y TIM-3 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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Una vez que se compararon las fases aguda y crónica para observar la coexpresión 

de los receptores PD-1 y TIM-3 se observó que, de una manera muy general, esta 

expresión era más alta en los días de la fase crónica (70, 90 y 120) en comparación 

con los días de la fase aguda (7 y 15) y el grupo no infectado. En la población de 

Linfocitos T CD4+ se encontró que los días de fase crónica junto con el día 15 

perteneciente a la fase aguda compartían porcentajes muy similares entre sí, pero 

entre estos, los días 70, 90 y 120 presentaban porcentajes mayores que el día 15, 

y, por consiguiente, mayores que el día 7 y el grupo no infectado. Es de mención, 

que, dentro de las dos fases, el día 7 fue el que presentó el menor porcentaje de 

PD-1 y TIM-3. En lo que respecta a la población de Linfocitos T CD8+, se encontró 

que esta coexpresión era mucho mayor en la fase crónica que en la fase aguda; los 

días con mayor porcentaje fueron los días 90 y 120; por el contrario, el menor valor 

se observó en el día 7. Es de destacar que, en las dos poblaciones linfocitarias, los 

porcentajes fueron aumentando progresivamente; y que en la población de 

Linfocitos T CD8+ fue donde se observó una mayor diferencia en la coexpresión de 

los receptores cuando se comparó la fase aguda con la fase crónica (Figura 39). 

Figura 39. Coexpresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ 

presentes en el bazo en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las 

suspensiones celulares obtenidas del bazo a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la coexpresión de PD-1 y TIM-3 en 

las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA 

de una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ * p=0.03, ** p=0.004, *** 

p=0.0009) (CD3+CD8+ * p=0.01, ** p=0.004, ** p=0.007). 
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35 7.7 Cuantificación de la expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 en 

Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ en el ganglio poplíteo durante las 

fases aguda y crónica de la Infección. 

Utilizando las suspensiones celulares obtenidas a partir de los ganglios poplíteos 

extraídos durante las fases aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de 

las células con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-

PD1 y anti-TIM3 para después ser analizadas por citometría de flujo; esto con el fin 

de cuantificar las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el órgano mencionado anteriormente y posteriormente, analizar la expresión de 

los receptores PD-1 y TIM-3 en estas poblaciones celulares. 

 

Figura 40. Dot plots representativos de la citometría de flujo en ganglio poplíteo para el 

análisis de PD-1 y TIM-3. A partir de los datos adquiridos de las suspensiones celulares de 

los ganglios poplíteos se realizó la cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T 

Cooperadores CD4+ y Linfocitos T Citotóxicos CD8+ presentes en este órgano linfoide, 

posteriormente se analizó la expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 dentro de estas 

poblaciones linfocitarias. 
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En la fase aguda de la infección observando los porcentajes de expresión del 

receptor PD-1, se encontró que la población de Linfocitos T CD4+ como la población 

de Linfocitos T CD8+ compartían el mismo patrón de comportamiento. Es decir, que 

en ambas poblaciones linfocitarias conforme progresaba la infección, los 

porcentajes iban en aumento. Por tanto, el grupo no infectado presentó un 

porcentaje menor que el observado en el día 7 y el día 15, mientras que el día 7 

tenía un nivel de expresión de PD-1 menor que el que se encontró en el día 15 pero 

mayor que el grupo no infectado y, por tanto, en el día 15 se observó un porcentaje 

mayor que los dos días anteriores estudiados. Este aumento progresivo en la 

expresión de PD-1 fue evidente para Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+; sin 

embargo, se observaron diferencias más pronunciadas entre los porcentajes de los 

diferentes días en la población de CD4+ (Figura 41). 

 

Figura 41. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ ** p=0.001, **** p<0.0001) (CD3+CD8+ *** 

p=0.001, *** p=0.0006). 
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Una vez analizada la fase crónica de la infección, se encontró que el patrón de 

comportamiento de la expresión de PD-1 por los Linfocitos T fue diferente al 

observado en la fase aguda. En los porcentajes de los Linfocitos T CD4+ PD-1+ 

observados en los días 70, 90 y 120 existió una similitud muy grande entre estos. A 

pesar de esto se pudo distinguir que los días 70 y 90 eran los que presentaban un 

mayor porcentaje de Linfocitos T CD4+ expresando PD-1 en comparación con el 

día 120. Entre los porcentajes de los días 70 y 90 no se apreció diferencia alguna, 

por lo que se podría decir que el porcentaje de expresión se mantuvo constante.  En 

cuanto a la población de Linfocitos T CD8+ PD-1+, en los tres días de infección se 

encontraron porcentajes muy similares entre sí, al igual que en los Linfocitos T 

CD4+. Así mismo, se observó que los días 70 y 90 compartían porcentajes muy 

similares entre sí; mientras que en el día 120 se encontró el mayor porcentaje de la 

expresión de este receptor, aun así, las diferencias de este día con los días 70 y 90 

fueron casi imperceptibles (Figura 42).  

 

Figura 42. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey. 
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Observando las fases aguda y crónica juntas en cuanto a la expresión de PD-1, se 

encontró que tenían el mismo patrón de comportamiento observado en el bazo; 

donde los días de la fase crónica (70, 90 y 120) de las poblaciones de Linfocitos T 

CD4+ y Linfocitos T CD8+ superaban drásticamente en los porcentajes de expresión 

de PD-1 a los encontrados en la fase aguda (días 7 y 15) de la infección y en el 

grupo no infectado. También se observó que, en todos los días, tanto de la fase 

aguda como de la fase crónica, presentaban pequeñas desviaciones estándar y que 

solo los porcentajes de la fase crónica permanecían constantes al pasar de los días. 

Cabe mencionar que los porcentajes de los días 70, 90 y 120 fueron muy similares 

entre las dos poblaciones linfocitarias (Figura 43).  

 

 

Figura 43. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ **** p=0.0001) (CD3+CD8+            

**** p=0.0001). 
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En la expresión de TIM-3 por los Linfocitos T durante la fase aguda de la infección 

se observó que en la población de Linfocitos T CD4+ el mayor porcentaje lo presentó 

el día 7 en comparación con el día 15 y el grupo no infectado; por el contrario, en 

este grupo fue donde se encontró el menor porcentaje de TIM-3 en comparación 

con los días 7 y 15. En este último día se encontró un porcentaje mayor al observado 

en el grupo no infectado pero menor al que presentó el día 7. En cuanto a la 

población de Linfocitos T CD8+ se observó que el día 7 era el que presentaba el 

mayor porcentaje de expresión, al igual que en los Linfocitos T CD4+ con la 

diferencia de que el porcentaje era menor que el del día 7 de la población linfocitaria 

CD4+. Sin embargo, difirió el comportamiento de los porcentajes, ya que el grupo 

con el menor porcentaje lo obtuvo el día 15; mientras que el grupo no infectado 

presentó una mayor expresión de TIM-3 que el día 15 pero menor que el día 7. Cabe 

mencionar que, a pesar de las diferencias mencionadas, en los Linfocitos T CD8+ 

no se encontraron diferencias estadísticas significativas (Figura 44). 

 

Figura 44. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ ** p=0.001, *** p=0.0005). 
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Un patrón de comportamiento muy diferente al de la fase aguda se observó durante 

la fase crónica en cuanto a la expresión del receptor TIM-3. En la población de los 

Linfocitos T CD4+ se encontró que conforme progresaba la infección, los 

porcentajes iban en descenso. Es decir, el mayor porcentaje de expresión lo tenía 

el día 70, en comparación con los días 90 y 120. El día 90 era el que presentaba un 

porcentaje menor que el día 70 pero mayor que el día 120; en este último se 

encontró la expresión más baja de todos los días estudiados. En cuanto a la 

población de Linfocitos T CD8+, se observó que en los días 70 y 120 no se encontró 

expresión alguna de este receptor; sólo se encontró la presencia de éste en el día 

120. A pesar de las diferencias entre los porcentajes de los diferentes días, no se 

encontró ningún resultado estadístico significativo en ambas poblaciones 

linfocitarias (Figura 45). 

 

 

Figura 45. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey. 
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La expresión del receptor TIM-3 en las fases aguda y crónica de la infección tuvo 

un comportamiento diferente al observado con el receptor PD-1. En ambas 

poblaciones linfocitarias, es decir, en los Linfocitos T CD4+ y los Linfocitos T CD8+ 

se encontró que, en los días pertenecientes a la fase aguda de la infección, así 

como en el grupo no infectado fue donde la expresión de TIM-3 era mayor en 

comparación con la fase crónica. El descenso de este receptor fue muy evidente en 

la fase crónica, ya que los porcentajes de expresión se encontraban hasta 10 veces 

por debajo de lo encontrado en la fase aguda. En los Linfocitos T CD4+ por lo 

general, esta expresión estuvo más pronunciada tanto en la fase aguda como en la 

crónica; ya que se observó que, en dos días de la infección crónica no había 

expresión de este receptor por parte de los Linfocitos T CD8+ (Figura 46). 

 

 

Figura 46. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

ganglio poplíteo en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ * p=0.01, ** p=0.009, ** p=0.008) 

(CD3+CD8+ * p=0.01, * p=0.02, * p=0.01). 

 

 

N o  in fe c ta d o 7 1 5 7 0 9 0 1 2 0

0

2

4

6

8

C D 3 +  C D 4 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 T

IM
-3

+

A g u d a

C ró n ic a

*

* *

* *

G a n g l i o  p o p l í t e o

N o  in fe c ta d o 7 1 5 7 0 9 0 1 2 0

0

2

4

6

8

C D 3 +  C D 8 +

D ía s  d e  in fe c c ió n

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 T

IM
-3

+

A g u d a

C ró n ic a

*

*

*

G a n g l i o  p o p l í t e o



78 
 

En cuanto a la coexpresión de PD-1 y TIM-3 durante la fase aguda, en la población 

de Linfocitos T CD4+ se observó que los porcentajes aumentaban conforme 

progresaba la infección. El día 15 fue el que presentó la mayor coexpresión en 

comparación con el día 7 y el grupo no infectado; mientras que el día 7 presentó un 

porcentaje de expresión menor que el día 15 pero mayor que el grupo no infectado; 

este último fue en donde se encontró menor coexpresión de PD-1 y TIM-3. Por otro 

lado, en la población de Linfocitos T CD8+ existió un comportamiento diferente en 

cuanto a la coexpresión de estos receptores. Los días 7 y 15 presentaron 

porcentajes muy similares entre sí; sin embargo, se pudo distinguir que el día 7 fue 

en el que se observó un porcentaje un poco más elevado que el día 15 y hasta 5 

veces más grande que el observado en los ratones no infectados; en este grupo fue 

donde se presentó el porcentaje más bajo en la coexpresión de PD-1 y TIM-3, 

mismo resultado que el observado en los Linfocitos T CD4+. Cabe mencionar que, 

en la población CD4+ los porcentajes de todos los días estudiados eran más 

grandes que los encontrados en la población de Linfocitos T CD8+ (Figura 47). 

Figura 47. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el ganglio poplíteo en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 y TIM-3 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ * p=0.03, ** p=0.006) (CD3+CD8+    

** p=0.002, ** p=0.004). 
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Durante la fase crónica de la infección, los porcentajes de coexpresión de los 

receptores PD-1 y TIM-3 fueron diferentes entre las poblaciones de Linfocitos T 

CD4+ y Linfocitos T CD8+. En la población CD4+ se observó un comportamiento 

regresivo en los porcentajes conforme progresaba la infección; esto es que, en el 

día 70 se encontró el porcentaje más alto de los días estudiados en esta fase, en el 

día 90 se observó una coexpresión menor al día 70 pero mayor al día 120, y en este 

último día se encontró un valor muy bajo de PD-1 y TIM-3 en comparación con los 

otros dos días. En lo que respecta a la población de Linfocitos T CD8+, se observó 

que los porcentajes de los diferentes días estudiados eran más altos que los 

observados en los Linfocitos T CD4+. Aquí, el día 90 fue el que presentó el 

porcentaje de coexpresión más elevado, mientras que el día 120, fue el que tenía el 

más bajo, lo mismo que se observó en la población CD4+; el día 70 fue en el que 

se encontró una coexpresión más elevada que el día 120 pero menor que el día 70. 

Cabe mencionar que, los cambios en los porcentajes observados a lo largo de la 

fase crónica de la infección no fueron suficientes para obtener resultados 

estadísticos significativos (Figura 48). 

Figura 48. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el ganglio poplíteo en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 y TIM-3 en 

las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA 

de una vía, Comparación múltiple de Tukey. 
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Realizando la comparación de los porcentajes de coexpresión de PD-1 y TIM-1 

durante las fases aguda y crónica se encontró que, para ambas poblaciones 

linfocitarias, los Linfocitos T de la fase crónica (días 70, 90 y 120) presentaba 

mayores porcentajes de estos receptores en comparación con la fase aguda (días 

7 y 75) y el grupo no infectado. Este aumento en la fase crónica fue de hasta 10 

veces mayor que los porcentajes observados en la fase aguda. Se observó que, en 

los ratones no infectados, en comparación con los días 70, 90 y 120 de ambas 

poblaciones celulares, la coexpresión de estos marcadores estaba prácticamente 

ausente. Cabe mencionar que la población de Linfocitos T CD8+ presentó mayores 

porcentajes de PD-1 y TIM-3 que la población de Linfocitos T CD4+ (Figura 49).  

 

Figura 49. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el ganglio poplíteo en la fase aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del ganglio poplíteo a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 y TIM-3 en 

las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA 

de una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ * p=0.04, ** p=0.005) 

(CD3+CD8+ * p=0.04, ** p=0.005, ** p=0.001). 
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36 7.8 Cuantificación de la expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 en 

Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ en el cojinete plantar durante las 

fases aguda y crónica de la Infección. 

Utilizando las suspensiones celulares obtenidas a partir de los cojinetes plantares 

extraídos durante las fases aguda y crónica de la infección, se realizó la tinción de 

las células con los anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-

PD1 y anti-TIM3 para después ser analizadas por citometría de flujo; esto con el fin 

de cuantificar las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el órgano mencionado anteriormente y posteriormente, analizar la expresión de 

los receptores PD-1 y TIM-3 en estas poblaciones celulares. 

 

Figura 50. Dot plots representativos de la citometría de flujo en el cojinete plantar para el 

análisis de PD-1 y TIM-3. A partir de los datos adquiridos de las suspensiones celulares de 

los cojinetes plantares se realizó la cuantificación de las poblaciones de Linfocitos T 

Cooperadores CD4+ y Linfocitos T Citotóxicos CD8+ presentes en este órgano linfoide, 

posteriormente se analizó la expresión de los receptores PD-1 y TIM-3 dentro de estas 

poblaciones linfocitarias. 
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En la fase aguda de la infección, en lo que respecta a la expresión de PD-1 se 

observó que en la población de Linfocitos T CD4+ el mayor porcentaje de este 

receptor se presentó al día 15 en comparación con el día 7 y el grupo no infectado, 

este aumento en la expresión de PD-1 en el día 15 fue muy notorio, ya que el 

porcentaje se elevó casi 10 veces más que en los días anteriores. Por el contrario, 

el porcentaje más bajo se encontró en el día 7; y el grupo no infectado se observó 

una expresión más alta que en el día 7 pero más baja que en el día 15. En la 

población de Linfocitos T CD8+ se encontró un patrón de expresión muy diferente 

que el observado en la población CD4+. Aquí, el grupo no infectado y el día 15 

presentaron porcentajes de expresión muy similares entre sí; mientras que en el día 

7 no hubo expresión de PD-1. Cabe mencionar que el grupo no infectado de la 

población CD8+ presentó un porcentaje de expresión mayor que la CD4+ (Figura 

51). 

 

Figura 51. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

cojinete plantar en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ ** p=0.01, *** p=0.0007). 
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Los porcentajes observados de la expresión de PD-1 durante la fase crónica fue 

muy diferente al observado en la fase aguda. En la población de Linfocitos T CD4+, 

así como en la población de Linfocitos T CD8+, se encontró que, en el día 70 el 

porcentaje de este receptor fue menor que el día 90 pero mayor que el día 120; 

posteriormente en el día 90 este porcentaje presentó el mayor aumento. En el día 

120 la expresión del receptor disminuyó alrededor de 50%, que fue menor al 

porcentaje observado en el día 70. En ambas poblaciones se encontró que los días 

70 y 90 presentaron porcentajes de expresión muy similares entre sí. Sin embargo, 

en la población de Linfocitos T CD8+ los valores de PD-1 fueron más altos que los 

observados en la población de Linfocitos T CD4+ (Figura 52). 

 

Figura 52. Expresión de PD-1 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

cojinete plantar en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD4+ * p=0.01, ** p=0.002) (CD3+CD8+ ** p=0.009, 

** p= 0.002). 
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El comportamiento de la expresión de PD-1 durante las fases aguda y crónica en el 

cojinete plantar, fue el mismo que el observado en el bazo y en el ganglio poplíteo; 

en la fase crónica de la infección se presentaron porcentajes más elevados de PD-

1 en comparación con la fase aguda y con el grupo no infectado. En particular, en 

el cojinete plantar se observó que en el día 120 de ambas poblaciones linfocitarias 

la expresión de este receptor disminuía un 50% en comparación con los días 70 y 

90; este comportamiento tan peculiar no se observó en los dos órganos linfoides 

presentados anteriormente. Sin embargo, en los días 70, 90 y 120 existió un 

aumento muy pronunciado que variaba entre 20 y 80% en los porcentajes de PD-1, 

en comparación con los días restantes estudiados de tanto Linfocitos T CD4+ como 

de Linfocitos T CD8+; Cabe destacar que, estas dos poblaciones comparten 

porcentajes de expresión de este receptor muy similares entre sí tanto en los días 

de fase aguda como en los de fase crónica (Figura 53).  

 

Figura 53. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el cojinete plantar en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las 

suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-

1 y TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. 

ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ ** p=0.006, **** 

p=0.0001) (CD3+CD8+ **** p=0.0001). 
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En lo que respecta a la expresión de TIM-3 en la fase aguda de la infección, se 

observó que en la población de Linfocitos T CD4+ el grupo no infectado presentó 

niveles de este receptor más altos que los observados en el día 7 pero compartió 

mucha similitud de estos niveles con el día 15 de infección, es por esto, que entre 

el grupo no infectado y el día 15 no se pudo distinguir si había alguna diferencia 

entre los porcentajes de TIM-3; mientras que, en el día 7 se observó el porcentaje 

de expresión más bajo en esta fase de infección. A pesar de estas diferencias, no 

se encontraron resultados estadísticos significativos. Por otro lado, en la población 

de Linfocitos T CD8+ se observó que en el día 7 no había expresión de TIM-3; y que 

al igual a lo observado en la población CD4+, el grupo no infectado y el día 15 

mostraron valores muy similares; sin embargo, aquí se distinguió que el día 15 era 

el que presentaba un porcentaje mayor en la expresión de este receptor (Figura 54). 

 

Figura 54. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

cojinete plantar en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD8+ * p=0.04, * p= 0.01). 
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En la fase crónica de la infección, se observó un comportamiento en la expresión 

de TIM-3 contrario al observado en la fase aguda. En la mayoría de los días 

estudiados pertenecientes a la fase crónica, la expresión de este receptor estuvo 

prácticamente ausente. En la población de Linfocitos T CD4+ se observó que este 

receptor solo estuvo presente en el día 70, mientras que en los días 90 y 120 no se 

observó su expresión. El mismo patrón ocurrió en la población de Linfocitos T CD8+, 

con la diferencia de que, en el día 70 el porcentaje observado era mayor que el de 

la población CD4+ (Figura 55). 

 

Figura 55. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

cojinete plantar en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. ANOVA de una vía, 

Comparación múltiple de Tukey. 
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Comparando la expresión del receptor TIM-3 en las fases aguda y crónica se 

observó que en la población de Linfocitos T CD4+ y en la población de Linfocitos T 

CD8+ la fase aguda presentó mayores porcentajes de este receptor, aun cuando en 

la población CD8+ en el día 7 no se encontró expresión alguna de TIM-3. En la fase 

crónica se observó una clara disminución de alrededor del 10% del receptor TIM-3 

en el día 70 de la infección, mientras que en los días que le siguieron, es decir los 

días 90 y 120, no presentaron la expresión de este receptor. Cabe destacar que, 

dentro de estas dos poblaciones linfocitarias estudiadas, los Linfocitos T CD8+ 

presentaron mayores porcentajes de TIM-3 en comparación con los Linfocitos T 

CD4+. Cabe resaltar que el patrón de comportamiento de la expresión de TIM-3 en 

el cojinete plantar resultó ser muy similar a los dos órganos linfoides anteriormente 

estudiados (bazo y ganglio poplíteo) (Figura 56). 

 

Figura 56. Expresión de TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes en el 

cojinete plantar en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de TIM-3 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en este órgano linfoide. ANOVA de 

una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ *** p=0.0004) (CD3+CD8+ * p=0.03, 

** p=0.007). 
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En cuanto a la coexpresión de los receptores PD-1 y TIM-3 en la fase aguda, se 

encontró que en la población de Linfocitos T CD4+ el grupo no infectado y el día 7 

de infección presentaron porcentajes de coexpresión muy similares entre sí y, por 

lo tanto, no se pudo distinguir si había una diferencia entre estos dos. En lo que 

respecta al día 15, se observó un valor menor a los observados en los días 

anteriores. En cuanto a los Linfocitos T CD8+ se observó que los porcentajes del 

grupo no infectado y el día 15 de esta población eran más grandes que los 

encontrados en la población de Linfocitos T CD4+; además un dato que no se 

observó en esta última fue que en el día 7 no se encontró expresión alguna de estos 

dos receptores, cosa que sí sucedió en la población CD8+. Por otro lado, el grupo 

no infectado y el día 15 presentaron porcentajes muy similares entre sí, destacando 

que, el día 15 tenía un porcentaje ligeramente mayor (Figura 57). 

 

Figura 57. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el cojinete plantar en la fase aguda de la infección. A partir de las suspensiones celulares 

obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se realizó el 

análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 y TIM-3 en las 

poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD8+ * p=0.04). 
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En lo que respecta a la fase crónica de la infección, se observó que la coexpresión 

de PD-1 y TIM-3 en la población de Linfocitos T CD4+ tenía un comportamiento 

progresivo, es decir, los porcentajes de esta coexpresión aumentaron gradualmente 

conforme avanzaba la infección. Por lo tanto, se encontró que el día 70 presentaba 

el porcentaje más pequeño en comparación con los dos días posteriores estudiados; 

el día 90 presentó una coexpresión mayor que la del día 70 pero menor que la 

observada en el día 120, y en este último se presentó el porcentaje más alto de PD-

1 y TIM-3. Cabe mencionar que, a pesar de las diferencias encontradas entre los 

porcentajes de los diferentes días de infección, no se encontraron resultados 

estadísticos significativos. En cuanto a la población de Linfocitos T CD8+ se observó 

que los días 70 y 90 presentaron porcentajes de coexpresión muy similares entre 

sí, pero menores a los encontrados en el día 120, donde se presentó la mayor 

expresión de PD-1 y TIM-3 (Figura 58). 

 

Figura 58. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el cojinete plantar en la fase crónica de la infección. A partir de las suspensiones 

celulares obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección señalados, se 

realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-1 y TIM-3 en 

las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en tejido infectado. ANOVA de una 

vía, Comparación múltiple de Tukey (CD3+CD8+ *** p=0.0002). 
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Observando las fases aguda y crónica y la coexpresión de los receptores PD-1 y 

TIM-3 se encontró que el comportamiento de los porcentajes era progresivo, tanto 

en la población de Linfocitos T CD4+ como en la de Linfocitos T CD8+. Es decir, 

conforme avanzaba la infección, estos porcentajes aumentaban con el tiempo o se 

mantenían constantes. Era evidente que en los días pertenecientes a la fase crónica 

de la infección (día 70, 90 y 120) la coexpresión de estos receptores inhibidores 

estaba muy por encima de los porcentajes observados en la fase aguda (días 7 y 

15) y en el grupo no infectado (alrededor de 5-10%). Un dato interesante, es que 

este patrón de expresión también se observó en los órganos linfoides mencionados 

anteriormente (bazo y ganglio poplíteo). Es de destacar que, en la población CD8+ 

la coexpresión de PD-1 y TIM-3 en el día 120 fue mucho más grande que la 

encontrada en cualquiera de los otros días estudiados (Figura 59).  

 

 

Figura 59. Expresión de PD-1 y TIM-3 por Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ presentes 

en el cojinete plantar en las fases aguda y crónica de la infección. A partir de las 

suspensiones celulares obtenidas del cojinete plantar a los diferentes días de infección 

señalados, se realizó el análisis por citometría de flujo para cuantificar la expresión de PD-

1 y TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en el tejido infectado. 

ANOVA de una vía, Comparación múltiple de Dunnett (CD3+CD4+ * p=0.02, *** p=0.0002) 

(CD3+CD8+ * p=0.01. **** p=0.0001). 
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CAPÍTULO 8 

Discusión 

En infecciones crónicas causadas por virus, bacterias, así como en cáncer ha sido 

ampliamente reportado por diversos grupos de trabajo la presencia del fenotipo del 

Linfocito T agotado, tanto en el sitio de infección, como en lugares lejanos a este 

como en órganos linfoides y sangre periférica. Este agotamiento se ha demostrado 

tanto en modelos animales como en infecciones crónicas presentes en humanos, 

entre las más estudiadas encontramos a infecciones virales como VIH, HCV, HBV 

y LCMV;102 infecciones bacterianas causadas por Salmonela spp y Mycobacterium 

tuberculosis103,104; y diversos tipos de cáncer entre los que destacan la leucemia 

mieloide crónica, cáncer colorrectal, sarcoma de Kaposi, entre otros. Sin duda 

alguna, la lista de enfermedades en donde se encuentra presente este tipo de 

Linfocito no funcional sigue en aumento42,105. 

Una de las características de este fenotipo de Linfocitos T agotado, que es 

considerada como un sello distintivo de éste, es la múltiple expresión sostenida de 

receptores inhibidores como PD-1, TIM-3, LAG-3, CTLA-4 entre otros; así como 

también el continuo estimulo antigénico presente en las infecciones crónicas35,42. 

Es por todo lo anterior mencionado que en este trabajo nos enfocamos primero: en 

demostrar la presencia de los Linfocitos T en el tejido infectado, así como en 

órganos linfoides; segundo: en detectar si en el modelo experimental por N. 

brasiliensis había una persistencia antigénica como la detectada en otras 

infecciones crónicas; y tercero: en cuantificar la expresión de los receptores 

inhibidores PD-1 y TIM-3 en las poblaciones de Linfocitos T. Todo esto con el 

propósito de dar una posible explicación a la persistencia de la infección y a los 

eventos inmunológicos que pudieran estar sucediendo durante el transcurso de 

esta. 

La infección experimental por Nocardia brasiliensis ha sido ampliamente estudiada, 

y con las observaciones hechas a través de los años se ha podido determinar la 

presencia de diversas poblaciones celulares en el sitio de infección14,25,106. Dentro 
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de estas podemos encontrar presentes a macrófagos, leucocitos 

polimorfonucleares, y diversas subpoblaciones de Linfocitos T. Entre las 

subpoblaciones más estudiadas se encuentran la población de Linfocitos T CD4+ y 

T CD8+; las cuales desempeñan un papel muy importante en eliminar la infección, 

recordando que los Linfocitos T CD4+ de fenotipo Th1 son los encargados de 

eliminar a bacterias intracelulares, como es el caso de N. brasiliensis, así mismo los 

Linfocitos T CD8+ ayudan con la secreción de perforinas y granzimas para eliminar 

a las células que ya se encuentran infectadas por esta misma bacteria19. Por lo 

anterior en este trabajo nos enfocamos en evidenciar la presencia de estas dos 

poblaciones. 

Si bien se han realizado varias investigaciones demostrando la presencia de 

diversas poblaciones celulares en el tejido infectado, muy pocas se han realizado 

para conocer la carga bacteriana presente durante el transcurso de la infección. Por 

esto mismo, en este trabajo se cuantificó la carga bacteriana presente en el sitio 

infectado conforme progresaba la infección, en las fases aguda y crónica. Así 

mismo, en los mismos días estudiados se determinó el volumen del cojinete plantar, 

es decir, del tejido infectado, como indicador de inflamación y del progreso de la 

infección. 

Se encontró que las UFC presentes en el cojinete plantar fueron disminuyendo 

conforme progresaba la infección en la fase aguda, es decir, en el día 15 había 

menos UFC que las que existían en el día 7 y, por tanto, en el día 7 había menos 

UFC que con las que inicialmente se comenzó la infección. Sin embargo, una vez 

que se determinaron las UFC en la fase crónica, se observó un cambio drástico; 

donde en los días 70, 90 y 120 se observó un aumento cada vez un poco mayor en 

las UFC conforme progresaba la infección. Las UFC de la fase crónica eran un poco 

mayor que las encontradas en el día 7 de infección. Aquí es donde se comprueba 

que la bacteria siempre está presente en el sitio infectado y, aunque durante la fase 

aguda decline en cantidad, conforme progresa la infección, ésta aumenta en número 

y por tanto no se elimina; confirmando así que en el modelo experimental por 

N.brasiliensis hay una continua persistencia antigénica durante el curso de la 
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infección. Esto concuerda con muchos otros autores que han descrito la presencia 

de bacterias como Mycobacterium tuberculosis en el sitio donde se desarrolla la 

infección; y se ha demostrado que solamente la persistencia del continuo estimulo 

antigénico es suficiente para desencadenar la transformación de Linfocitos T 

funcionales a Linfocitos T agotados. Además en estos mismos trabajos, una vez 

que es retirado el estímulo antigénico, los Linfocitos T restauran sus funciones 

efectores produciendo más citocinas proliferativas como la IL-2 y otras citocinas, 

como IFN-γ que ayudan a eliminar al patógeno107,108. 

A la persistencia bacteriana de N. brasiliensis se le pueden atribuir diversos factores 

de virulencia característicos de ésta; uno de ellos es la producción de enzimas como 

la catalasa y la oxido dismutasa, la producción de proteasas, la formación de 

macrófagos espumosos, así como la inducción de un ambiente inmunosupresor 

caracterizado por la presencia de las citocinas IL-10 y TGF-β24,109,110. Todos estos 

factores, podrían estar desencadenando la formación del fenotipo de agotamiento 

en los Linfocitos T, y todo en conjunto estar ayudando a que la infección persista y, 

por tanto, a que el patógeno no sea eliminado. 

A los mismos días que se demostró que la bacteria estaba presente en el tejido 

infectado, también se cuantificaron las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y T CD8+ 

en el cojinete plantar, bazo y ganglio poplíteo. 

En la fase aguda de la infección en bazo y en ganglio poplíteo encontramos que 

tanto en la población de Linfocitos T CD4+ como en la de Linfocitos T CD8+ existe 

un mayor número de estas células en comparación con la fase crónica, cabe 

mencionar que nuestros hallazgos son similares a los encontrados en otros trabajos 

publicados con el mismo modelo experimental. Este predominio en el bazo durante 

la infección aguda puede deberse a que, si bien N. brasiliensis es inmóvil y ocasiona 

una infección localizada, los antígenos solubles de la misma pueden llegar a bazo 

y ocasionar que los Linfocitos T presentes en se activen y proliferen para después 

viajar al sitio de infección y tratar de eliminar la bacteria. En lo que respecta a la fase 

crónica de la infección, pudimos observar que en ambas poblaciones linfocitarias 

los porcentajes, así como los números absolutos sufrieron una disminución drástica 
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al comparar con la fase aguda. Esto puede explicarse debido a la persistencia 

antigénica que se puede estar presentando, en varios grupos de trabajo se ha 

establecido que cuando una célula está en constante contacto con el antígeno, 

como ocurre en las infecciones crónicas, esta célula tiene una probabilidad muy alta 

de perder su capacidad proliferativa, así como de perder la capacidad de respuesta 

a interleucinas proliferativas como la IL-2; y en el caso de Linfocitos T de memoria 

se pierde la capacidad de respuesta a la IL-7 e IL-15, convirtiendo su renovación 

dependiente de antígeno42,111,112. Por todo lo anterior mencionado, la disminución 

en las poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ se puede deber al constante estimulo 

antigénico de los antígenos solubles de N. brasiliensis que llegan hasta este órgano 

linfoide. Ocasionando así que los Linfocitos T presentes en el bazo no reaccionen a 

citocinas proliferativas y por lo tanto pierdan su capacidad de proliferar, 

disminuyendo los números de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+. Otra posible 

explicación, que no descarta lo mencionado anteriormente, es que una proporción 

de Linfocitos T efectores este migrando constantemente al tejido infectado para así 

ayudar a tratar de eliminar la infección y al antígeno causante de la misma. Este 

patrón de comportamiento ya ha sido demostrado en el bazo, donde los Linfocitos 

T residentes de la pulpa blanca que reconocen antígenos presentes en la sangre 

son capaces de activarse y proliferar para después viajar al sitio de infección y 

ayudar a eliminar la misma113. 

En el ganglio poplíteo puede estar ocurriendo algo similar a lo observado en el bazo, 

cabe recordar que este ganglio es el de drenaje, ya que es el más próximo al sitio 

de infección. Por tanto, a este órgano linfoide pueden estar llegando estos mismos 

antígenos solubles vía sistema linfático o a través de células presentadoras de 

antígenos. Por tanto, es de esperar que, en la fase aguda de la infección, que es 

cuándo se lleva el reconocimiento del antígeno, se presenten mayores cantidades 

de Linfocitos T; ya que al estarse activando estos van a estar en constante 

proliferación para después a través de los vasos eferentes viajar al sitio donde está 

localizada la infección para así tratar de eliminar al patógeno. En cuanto a la fase 

crónica en este órgano linfoide se observó que al igual que en bazo, los números 

de células conformando a las poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ disminuyeron 
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en comparación con la fase aguda de la infección. Sin embargo, a pesar de esta 

disminución en los días 70 y 90, en el día 120 se observó un aumento de estas 

poblaciones celulares, alcanzando así los niveles observados en la fase crónica de 

la infección. Este comportamiento puede deberse en un inicio a que en el sitio de la 

lesión es cada vez más grande la demanda de Linfocitos T para tratar de eliminar la 

infección y erradicar a N. brasiliensis, y cómo el órgano linfoide más próximo es el 

ganglio poplíteo, es de dónde provienen la mayoría de los Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

presentes en el sitio de la infección. Sin embargo, se puede apreciar que los 

esfuerzos por eliminar la infección por parte de los Linfocitos T no son suficientes, 

ya que el sitio de la lesión presenta diariamente más inflamación, ocasionando la 

deformidad del tejido infectado y comenzando a secretar gránulos que son evidencia 

de que el patógeno sigue estando presente en la fase crónica de la infección. 

Un patrón de comportamiento diferente al observado en bazo y en ganglio poplíteo 

se encontró en el cojinete plantar. En la población de Linfocitos T CD4+ se observó 

que los porcentajes de la fase aguda eran mayores que los que existieron en la fase 

crónica. Sin embargo, al observar los números absolutos de células conformando 

esta población se encontró que los días 15, 70 y 120 compartían números absolutos 

similares, es decir, un día de la fase aguda y dos días de la fase crónica tenían 

prácticamente los mismos números. Estas diferencias se pueden explicar por el 

hecho de que los porcentajes comúnmente son utilizados para darnos una idea de 

qué células se encuentran en mayor proporción dentro de una población 

determinada; sin embargo, los números absolutos nos indican la cantidad real de 

células que se encuentran conformando las poblaciones. Por otro lado, en cuanto a 

la población de Linfocitos T CD8+ las diferencias entre porcentajes y números 

absolutos fueron casi nulas, teniendo un comportamiento prácticamente similar en 

ambos casos. Aquí, la fase crónica de la infección es la que presentó la mayor 

proporción de esta población en comparación a la fase aguda. 

Para dar una posible explicación al patrón de comportamiento observado en ambas 

poblaciones celulares es necesario recordar que desde hace años atrás es bien 

conocido que normalmente en los tejidos periféricos de cualquier organismo no se 
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encuentran en gran cantidad Linfocitos T, y en presencia de lo reconocido como 

extraño, en estos tejidos la respuesta es más lenta debido a que las células 

presentadoras de antígenos tienen que viajar al órgano linfoide más cercano para 

activar a los Linfocitos T y comenzar a proliferar; posteriormente los Linfocitos T 

efectores se dirigirán al sitio de infección para tratar de eliminar al patógeno 

causante de la misma52. Esto concuerda con los datos observados durante el 

transcurso de la infección; donde en la fase aguda de la infección se encontraron 

en menos cantidad ambas poblaciones linfocitarias, ya que el tiempo que transcurre 

desde que la célula presentadora de antígenos viaja al órgano linfoide más cercano 

y comienza la activación, proliferación y migración del Linfocito T, es el tiempo que 

nos tardamos en observar el aumento de estas poblaciones celulares en el sitio de 

la infección. 

Por consiguiente, en los días 15, 70 y 120 era de esperarse que existiera un mayor 

número de Linfocitos T presentes en el tejido infectado, ya que para esta etapa de 

la infección en este trabajo se demostró que existe persistencia antigénica continua, 

y por tanto, Linfocitos T que continuamente están siendo activados, para después 

proliferar y migrar de órganos linfoides secundarios hacía el sitio donde se 

encuentra el patógeno. Esto concuerda con la disminución observada de las 

poblaciones linfocitarias en ganglio poplíteo y bazo durante la fase crónica de la 

infección; dando una posible explicación al aumento de los Linfocitos T en el cojinete 

plantar. También existe la posibilidad de que Linfocitos T de memoria formados 

durante la fase aguda de la infección pudieran estar presentes en el sitio infectado, 

ya que se ha publicado de manera reciente que en diversas infecciones crónicas 

está presente este fenotipo de memoria, sin embargo, éste se encuentra alterado 

de manera metabólica, genética y funcional114,115. 

De esta manera se puede confirmar que, aunque la infección siga progresando, 

indudablemente estas células inmunitarias están presentes en el sitio infectado para 

tratar de eliminar al patógeno y por tanto la patología. Sin embargo, los mecanismos 

efectores de estos Linfocitos T, si es que existen, no son suficientes para detener la 

infección. 
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Este comportamiento es compatible con el observado en varias infecciones crónicas 

virales y en la infección por M. tuberculosis, donde se ha demostrado que tanto en 

pacientes con la infección activa, así como en modelos experimentales las 

poblaciones de Linfocitos T aumentan en el sitio de infección, y en órganos linfoides 

secundarios108,116. Demostrando que, aunque estas células estén presentes en los 

tejidos infectados, estas no son suficientes para erradicar la infección. Por 

consiguiente, tanto mecanismos evasores de la bacteria como disfunciones en los 

Linfocitos T podrían ser la causa de la persistencia antigénica y de que la infección 

no sea eliminada. 

Una vez que se cuantificó la población de Linfocitos T CD4+ y Linfocitos T CD8+ se 

procedió a examinar la presencia de los receptores inhibidores PD-1 y TIM-3 en 

cada población linfocitaria. En este análisis se cuantificaron las poblaciones de 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ que eran positivas para la expresión de PD-1 y negativas 

para la de TIM-3 (PD-1+ TIM-3-), también cuando se presentaba el caso contrario 

donde los Linfocitos T CD4+ y CD8+ eran positivas para la expresión de TIM-3 y 

negativas para la de PD-1 (PD-1- TIM-3+); y finalmente se cuantificaron las 

poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+ positivas para ambos receptores (PD-1+ y 

TIM-3+). Todas estas poblaciones fueron identificadas tanto en cojinete plantar 

como en bazo y ganglio poplíteo. 

En todos los tejidos analizados, es decir, en bazo, ganglio poplíteo y cojinete plantar 

del grupo no infectado se encontró una expresión basal de los receptores PD-1 y 

TIM-3; sin embargo, no se observó una subpoblación positiva para la coexpresión 

de estos dos receptores cuando se analizaron las muestras. Es bien conocido desde 

finales de los años 90 que el receptor PD-1 se expresa en cantidades pequeñas en 

varios tipos celulares, entre los que destacan los Linfocitos T, esta baja expresión 

está asociada al mantenimiento de la tolerancia inmunológica en tejidos periféricos, 

previniendo así el reconocimiento de lo propio como ajeno y por tanto evitando 

reacciones inmunológicas innecesarias117,118. Esto ha sido demostrado en varios 

modelos experimentales, en donde se ha observado que ratones knock out para el 

gen de PD-1 (Pdcd1-/-) desarrollan enfermedades autoinmunes severas, además al 
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momento de inducir algún tipo de infección, estos ratones no logran controlar a tal 

y mueren en cuestión de días, esto debido a la inflamación severa presente en el 

animal a causa de la ausencia del receptor119. Una situación similar ocurre en 

ausencia de TIM-3, cuando se utilizan anticuerpos monoclonales para bloquear la 

expresión de este receptor, así como cuando se utilizan modelos knock out para 

TIM-3 se observa un deterioro en la salud de los animales, así como el desarrollo 

de diversas enfermedades autoinmunes como la esclerosis múltiple; además está 

demostrado que los Linfocitos Th1 se muestran hiperreactivos y existe un aumento 

en las citocinas IL-12 e IFN-γ provocando una inflamación constante120,121. 

Comprobando que el receptor TIM-3 también tiene un papel importante en la 

regulación de las respuestas inmunes y en ayudar a mantener la tolerancia 

inmunológica en tejidos periféricos. 

En lo que respecta a los días 7 y 15 de infección en los tres tejidos estudiados se 

encontró un patrón de comportamiento similar para la expresión del receptor PD-1. 

Donde se observó que tanto para la población de Linfocitos T CD4+ como para la 

de Linfocitos T CD8+ la expresión iba aumentando conforme progresaba la 

infección; por tanto, en el día 15 fue donde se obtuvo un mayor porcentaje de 

expresión de PD-1. Esto concuerda con la función inmunorreguladora que posee 

este receptor, aparte de participar en el mantenimiento de la tolerancia 

inmunológica, PD-1 posee características que le conceden regular las respuestas 

inmunes tardías de los Linfocitos T para mantener el autocontrol a la patología. 

En una infección aguda, una vez que el patógeno es eliminado, PD-1 se expresa en 

cantidades altas y de una manera transitoria en los Linfocitos T encargados 

previamente de eliminar al patógeno, esto con el fin de controlar la magnitud de la 

respuesta inmune parando las respuestas efectoras ejercidas por estos Linfocitos, 

mediante diferentes mecanismos, entre los que destacan: inhibir la proliferación 

celular, disminuir la capacidad de producción de citocinas como IFN-γ y anular la 

capacidad citotóxica de los Linfocitos T; todo esto para que posteriormente el 

sistema inmune pueda volver a la homeostasia78,119. 
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Es por esto por lo que en el día 15 de infección es donde se encontró un mayor 

porcentaje de expresión de PD-1, ya que en la infección experimental en el cojinete 

plantar se observó un decline en el volumen de este y por tanto del estado 

inflamatorio del tejido infectado. Con estas observaciones se podría decir que la 

expresión aumentada de PD-1 se debe a que el sistema inmune ya no detecta más 

bacteria presente en el tejido y por ende, “cree” que el patógeno ha sido eliminado, 

es por esto que, mediante el aumento de la expresión de PD-1 se está tratando de 

parar las respuestas inmunes efectoras ejercidas por los Linfocitos T para que 

posteriormente ocurra todo el proceso de homeostasis y el organismo pueda volver 

a su equilibrio natural. Esta función de PD-1 de controlar la magnitud de las 

respuestas inmunes ha sido propuesta por varios autores, sin embargo, hasta el día 

de hoy no ha sido completamente comprendida. 

Por otro lado, en cuanto a la fase crónica de la infección, en el bazo, ganglio poplíteo 

y cojinete plantar se encontró que en las poblaciones de Linfocitos T CD4+ y CD8+ 

en los días 70, 90 y 120 pertenecientes a esta fase presentaban un aumento 

importante en la expresión de PD-1 en comparación con los días de fase aguda y el 

grupo no infectado. También se observó que la población linfocitaria positiva para 

PD-1 y negativa para TIM-3 era la más abundante en comparación con la población 

de Linfocitos T PD-1- TIM3+ y con la población en donde se encontraba la 

coexpresión PD-1+ TIM-3+. Estas observaciones concuerdan con varios autores 

que han demostrado que en infecciones crónicas virales, bacterianas o causadas 

por parásitos las células expresando PD-1 aumentan, en conjunto la cantidad de 

este receptor en las membranas de los Linfocitos T CD4+ y CD8+ también aumenta 

drásticamente81,122–124. Esta expresión aumentada está ampliamente relacionada 

con diversos factores que ayudan al desarrollo del fenotipo de Linfocito T agotado. 

Uno de estos factores, es el estímulo antigénico constante; se ha observado en 

diversas investigaciones que la carga bacteriana está directamente relacionada con 

el aumento en la expresión de PD-1, y si bien la expresión por sí sola de este 

receptor no es indicador de agotamiento, se ha demostrado que los Linfocitos T que 

presentan a este receptor en cantidades aumentadas y constantes son más 

propensos a  expresar una gran cantidad de receptores inhibidores y por 
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consiguiente ir perdiendo gradualmente sus capacidades efectoras hasta 

transformarse en Linfocitos T no funcionales o agotados107,125. Además, se ha 

demostrado que el bloqueo utilizando anticuerpos monoclonales contra PD-1 

restaura las funciones efectoras de los Linfocitos T CD4+ y CD8+. En estos 

Linfocitos T se observa un aumento en la producción de citocinas y en su capacidad 

proliferativa, además en diversos trabajos en la infección con M. tuberculosis se ha 

observado que los Linfocitos T CD8+ recuperan su capacidad citotóxica 

aumentando la secreción de granzimas y perforinas83,84,108. 

Patrones de comportamiento totalmente contrarios fueron las que encontramos al 

observar la expresión del receptor TIM-3 durante los diferentes días de infección 

estudiados. Esto se debe a que se ha observado que la función de este receptor es 

totalmente dependiente del contexto donde se encuentre; es decir, va a depender 

de la célula donde se encuentre expresado, así como del ambiente de citocinas 

presente y del patógeno en particular que se quiere eliminar88. 

Ya hemos comentado a lo largo del texto que TIM-3 tiene ciertas características que 

lo ayudan a mantener la tolerancia inmunológica, sin embargo, esta no es la única 

función que posee este receptor. Recientemente se ha demostrado que TIM-3, 

aparte de estar asociado con el fenotipo de agotamiento en infecciones crónicas, 

también puede funcionar como co-estimulador en infecciones agudas; es decir, su 

presencia en ciertos tipos celulares ayuda a mejorar la función microbicida de 

células inmunes, así como a producir y secretar más citocinas del tipo Th1 con el 

fin de eliminar a patógenos y células afectadas que estás ocasionando la 

enfermedad85. 

Es por esto por lo que, se puede explicar que en los tres tejidos estudiados la 

expresión de TIM-3 durante la fase aguda de la infección tuviera porcentajes mucho 

mayores que los observados en la fase crónica. Durante el día 7 de infección se 

presentó un aumento en la expresión de este receptor en comparación con el grupo 

no infectado, y el día 15 fue en el que se observó el mayor porcentaje de TIM-3 de 

todos los días estudiados. Este patrón se puede deber a que durante la infección 

aguda el día 7 es donde generalmente se observa un pico de inflamación en el tejido 
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infectado debido a que el sistema inmune está tratando de eliminar a la bacteria 

causante de la infección. En varios estudios se ha demostrado que durante 

infecciones agudas los Linfocitos Th1 expresan cantidades aumentadas de TIM-3, 

y este receptor al interaccionar con su ligando la Galectina-9 presente en células 

como los macrófagos, aumenta las funciones microbicidas de estas células inmunes 

e incrementa la secreción de la citocina IFN-γ ayudando a eliminar a bacterias 

intracelulares92,94. Por otro lado, cabe recordar que una de las funciones por las 

cuales se dio a conocer TIM-3, fue por su capacidad para inducir la muerte celular 

en los Linfocitos Th1 y Tc1 y así detener las respuestas efectoras de estos86. Esto 

explicaría el aumento en la expresión de este receptor en el día 15 de infección; en 

donde se observó que los números de Linfocitos T que expresan TIM-3 eran 

mayores en comparación con los demás días de infección estudiados. En este día 

en particular, también se observó una disminución en el volumen del tejido infectado 

y por lo tanto, también en la inflamación prominente observada en días anteriores, 

junto con todos los factores causantes de esta. Es por esto por lo que la expresión 

alta de este receptor en el día 15 puede estar indicando que los Linfocitos T 

presentes tanto en el tejido infectado como en bazo y ganglio poplíteo están siendo 

inducidos a parar sus respuestas efectoras mediante apoptosis, y, por tanto, el 

proceso inflamatorio está casi ausente a partir de este día. Este comportamiento 

concuerda con varios autores que han demostrado que la presencia de este 

receptor induce apoptosis en los Linfocitos T secretores de IFN-γ, es decir, Linfocitos 

Th1, esta muerte celular inducida ha sido ampliamente reportada en infecciones 

virales, así como en infecciones bacterianas. Así mismo, varios autores destacan 

que el comportamiento de TIM-3 es exclusivamente dependiente del contexto de 

donde se encuentre expresado, es decir: el tipo celular presente, las citocinas 

secretadas y el estímulo antigénico77,126. 

Por otro lado, la presencia de los Linfocitos T expresando TIM-3 en la fase crónica 

de la infección eran casi imperceptibles, incluso, en algunos días estudiados no se 

encontraron Linfocitos T PD-1- TIM-3+. A pesar de que la expresión por sí sola de 

este receptor ha sido asociado con el fenotipo de agotamiento en varias infecciones 

crónicas, en el caso de la infección por N.brasiliensis no se encontró dicha 
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asociación. Ya que los Linfocitos T que solo expresaban a este receptor no fueron 

abundantes en los días 70, 90 y 120 pertenecientes a la fase crónica. Esto puede 

deberse a que debido a la naturaleza de la infección se pueden estar expresando 

con mayor abundancia otros tipos de receptores inhibidores como lo son CTLA-1, 

LAG-3, BTLA entre otros. 

Es de vital importancia recordar que la expresión de cualquier receptor inhibidor es 

dependiente exclusivamente del proceso infeccioso y que intervienen diversos 

factores a considerar como lo son el tipo de patógeno que el organismo está 

tratando de eliminar, los mecanismos evasores que este utiliza para establecer la 

infección, el ciclo de vida de este, la duración de la infección, así como diversos 

factores de virulencia característicos de cada agente infeccioso. Es por todo lo 

anterior, que aunque en la infección por N.brasiliensis no se presenten Linfocitos T 

expresando únicamente TIM-3, pueden estarse expresando otros receptores no 

analizados en este trabajo causando la persistencia de la infección e impidiendo 

que los Linfocitos T sean capaces de eliminar al agente infeccioso. 

En cuanto a la coexpresión de PD-1 y TIM-3 se observó que, en el grupo no 

infectado, así como en los días pertenecientes a la fase aguda de la infección los 

porcentajes eran más bajos que los encontrados en la fase crónica. Hay que 

recordar que anteriormente ya se expuso que estos dos receptores, además de que 

están asociados al fenotipo de Linfocito T agotado, cumplen con funciones positivas 

en el mantenimiento de la tolerancia periférica y modulan la magnitud de las 

respuestas inmunes una vez que el patógeno ha sido eliminado. Estás diversas 

funciones podrían estar explicando la coexpresión baja de estos dos receptores en 

el grupo no infectado y en la fase aguda. Esto concuerda con los resultados 

obtenidos en la infección por LCMV, donde se demostró que utilizando la cepa 

LCMV Arm que ocasiona una infección aguda estos receptores se expresan en los 

Linfocitos T CD4+ y CD8+ pero de una manera transitoria, ya que después del día 

15 de infección la población linfocitaria PD-1+ TIM-3+ desaparece, además la 

expresión de estos receptores ocurre a una proporción muy baja a cuando es 

comparada con la cepa LCMV Clone-13 que ocasiona la infección crónica, donde 
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se observa que la coexpresión de estos receptores por los Linfocitos T es hasta 

cinco veces mayor que en la infección aguda y esta población linfocitaria no 

desaparece y persiste durante la infección crónica, a diferencia de lo observado 

anteriormente, además esta coexpresión está asociada a la disfunción de los 

mismos59. 

En contraste, en la fase crónica de la infección observamos que la coexpresión de 

PD-1 y TIM-3 se encontraba aumentada en los Linfocitos T CD4+ y CD8+, de estas 

dos poblaciones y es de destacar que la población linfocitaria CD8+ presentaba una 

expresión más alta de estos receptores en comparación con los Linfocitos T CD4+. 

Además, los Linfocitos T positivos para PD-1 y para TIM-3 eran más abundantes en 

el tejido infectado que en el bazo o en el ganglio poplíteo. Esto concuerda con varios 

estudios donde se ha demostrado que en infecciones crónicas virales y bacterianas 

los Linfocitos T que coexpresan varios receptores inhibidores se encuentran en altas 

proporciones en el tejido que se encuentra infectado40,58. 

Existen varias investigaciones donde específicamente la expresión dual de los 

receptores PD-1 y TIM-3 está íntimamente relacionada con el agotamiento de los 

Linfocitos T CD4+ y CD8+. En el caso de la infección por Mycobacterium 

tuberculosis, una bacteria intracelular al igual que N.brasiliensis, se ha observado 

que existen diferentes poblaciones linfocitarias expresando uno o más receptores 

inhibidores, y se ha demostrado que la población de Linfocitos T PD-1+ TIM-3+ está 

asociado al fenotipo de agotamiento, ya que estas células pierden su capacidad 

proliferativa, la secreción de IFN-γ e IL-2 se encuentra disminuida y en contraste, 

producen y secretan más citocinas inmunosupresoras como la IL-10. Otro punto 

para sumar es que esta misma población linfocitaria expresa más receptores 

inhibidores en su membrana y conforme la infección progresa aumenta su 

expresión. En contraste cuando se utilizan anticuerpos monoclonales para bloquear 

la expresión del receptor TIM-3, se observó que la carga bacteriana se reduce y que 

las funciones de los Linfocitos T pueden ser restauradas. Por lo que se puede decir 

que esta coexpresión es uno de los principales motivos por los cuales los Linfocitos 

T se encuentran en un estado disfuncional58. 
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Esta coexpresión y su relación con los Linfocitos T agotados también ha sido 

reportada en diversos tipos de cáncer, como es el cáncer de tiroides, melanomas y 

diversos tipos de leucemias. Así mismo en infecciones virales como VIH, HCV, y 

LCMV. En todas estas patologías se ha confirmado que la expresión dual de los 

receptores PD-1 y TIM-3 está relacionada con la falta de respuesta de los Linfocitos 

T CD4+ y CD8+ y por tanto con la persistencia de la infección; ya que en diversos 

experimentos se ha podido observar que estos Linfocitos T PD-1+ TIM-3+ son 

deficientes en la secreción de citocinas proliferativas como la IL-2 y las que 

promueven la eliminación del patógeno como IFN-γ , además de disminuir su 

capacidad citotóxica en el caso de los Linfocitos T CD8+, así como de producir y 

secretar más IL-10 promoviendo un ambiente inmunosupresor127,128. Es de destacar 

que en la coinfección HCV/VIH se ha demostrado que la expresión dual de estos 

receptores está íntimamente relacionada con la progresión de la enfermedad en el 

hígado; otro caso similar ocurre en la infección por LCMV donde se ha probado que 

esta coexpresión define a una población de Linfocitos T disfuncionales44. 

Así mismo, en el modelo experimental utilizado en este trabajo se ha confirmado la 

presencia de Interleucinas como la IL-10, IL-17 y la citocina TGF-β, todas estas 

citocinas inmunosupresoras, por lo cual se puede afirmar que N.brasiliensis provoca 

un ambiente inmunosupresor, lo que ocasiona que la bacteria no sea eliminada por 

las células inmunes presentes y por tanto que la infección se establezca y perdure 

hasta ocasionar la destrucción del tejido y la perdida de la función del órgano 

afectado. 

Este ambiente inmunosupresor demostrado, sumado a la constante persistencia 

antigénica presente y a la coexpresión de los receptores inhibidores PD-1 y TIM-3 

son indicadores de que tanto en el tejido infectado como en el bazo y el ganglio 

poplíteo es muy probable la presencia de Linfocitos T CD4+ y CD8+ agotados; ya 

que en trabajos anteriores y en este se ha demostrado que los Linfocitos T sí están 

presentes en estos tejidos, sin embargo, no son suficientes para eliminar al 

patógeno y la infección sigue progresando. Por tanto, sería de vital importancia 

considerar el análisis de otros receptores inhibidores, así como la capacidad 
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proliferativa y citotóxica de los Linfocitos T. Un punto adicional por probar sería el 

bloqueo mediante anticuerpos monoclonales de estos receptores para observar si 

de esta manera se restauran las funciones efectoras de los Linfocitos T y si estos 

receptores son los causantes de que estas células no funcionen correctamente. 
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CAPÍTULO 9  

Conclusión 

En el actinomicetoma por Nocardia brasiliensis existe un aumento en la expresión 

de PD-1 y TIM-3 en Linfocitos T presentes en el sitio de la lesión y órganos linfoides, 

los cuales podrían desempeñar un papel importante en la persistencia de la 

infección. 
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CAPÍTULO 11 

Perspectivas 

 Analizar la expresión de otros receptores inhibidores (LAG-3, CTLA-4, 2B4) 

en los Linfocitos T CD4+ y CD8+. 

 Estudiar el potencial proliferativo de Linfocitos T CD4+ y CD8+ presentes en 

el tejido infectado y en órganos linfoides. 

 Analizar la expresión de los ligandos de PD-1 (PD-L1 y PD-L2) y TIM-3 

(Galectina-9). 

 Definir las vías de señalización utilizadas por los receptores PD-1 y TIM-3 

durante las fases aguda y crónica de la infección. 

 Utilizar anticuerpos monoclonales para bloquear la interacción de PD-1 y 

TIM-3 con sus ligandos. 
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