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Resumen: El micetoma es una enfermedad granulomatosa crónica subcutánea, 

de carácter inflamatorio, indoloro, deformante y destructivo; es producida 

mediante inoculación traumática en el tejido subcutáneo con material 

contaminado por microorganismos. En México, Nocardia brasiliensis produce 

más del 65% de los casos.   

Objetivo: Caracterizar la respuesta inmune protectora inducida en ratones 

BALB/c por una cepa atenuada de Nocardia brasiliensis. 

Resultados: No se observaron grandes diferencias en la respuesta Th1 pero si 

en la tipo Th2 posterior a la infección con cada una de las cepas, por lo cual no 

se vio reflejado en la concentración de anticuerpos ya que en ambos grupos 

experimentales se encontraron cinéticas similares. Los ratones re-infectados con 

la cepa P0 desarrollaron una potente respuesta de IgG. A su vez, la mayor 

diferencia fue en la respuesta de tipo Th17 y de Tregs en la fase crónica del grupo 

control, del P200 y el grupo que fue infectado con ambas cepas. 

Conclusión: La respuesta Th1 no parecer ser la clave de la resolución como se 

proponía en la hipótesis, aunque si está presente y es probable que esté 

actuando como efector. Por otro lado, la respuesta mediada por IL-10 e IL-17 

parecen ser fundamentales para el curso de la patología. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. El micetoma. 

El micetoma es una enfermedad infecciosa crónica, no contagiosa, 

inflamatoria, progresiva y destructiva que afecta principalmente a la piel y el tejido 

subcutáneo, pero puede llegar a extenderse a otros tejidos como músculos, 

huesos y a los órganos subyacentes1. La infección inicia después de que el 

patógeno alcanza el tejido subcutáneo a través a través de heridas en la piel 

después de un traumatismo accidental con un objeto contaminado. El agente 

etiológico de esta patología puede ser tanto una bacteria (actinomicetoma) o un 

hongo (eumicetoma)1,2. La infección se presenta principalmente en las 

extremidades, siendo las inferiores las más frecuentemente afectadas, aunque 

también pueden encontrase en manos, brazos, cabeza, espalda y glúteos3. 

Esta patología se caracteriza por ser de naturaleza indolora, provocar 

tumefacción y la formación de múltiples microabscesos generados por la 

acumulación de polimorfonucleares, macrófagos y posteriormente linfocitos 

alrededor de las bacterias para impedir su diseminación, pero no las elimina, 

además, se presenta la descarga de secreciones purulentas que contiene 

gránulos en el sitio afectado. Así, el micetoma puede causar la pérdida de la 

función del miembro afectado, deformación y en algunos casos puede ser difícil 

de tratar y llegar a ser fatal1,4.   
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El diagnóstico se confirma identificando al agente etiológico por 

observación microscópica, análisis histopatológico de la lesión y el aislamiento 

mediante cultivo; asimismo, se utilizan imágenes de rayos X del sitio afectado 

para determinar si la lesión está localizada o se ha propagado al tejido 

subyacente2. El tratamiento depende de diversos factores como el agente 

etiológico, el grado de avance del proceso, y las condiciones del paciente. Se 

sabe que el actinomicetoma es más sensible a tratamientos, lo que hace que la 

recuperación sea más rápida, aunque algunos pacientes no muestran respuesta 

a la terapéutica convencional en las fases más tardías, por lo que se suele recurrir 

a la cirugía5. 

1.2. Epidemiología. 

Es una enfermedad  endémica de regiones tropicales y subtropicales, 

principalmente en países ubicados entre las latitudes 15°S y 30°N popularmente 

llamado como cinturón del micetoma, como lo son México, Venezuela, Argentina, 

Sudán, Somalia, India, entre otros1,3,5.  

 

Figura 1. Distribucion geografica mundial de los casos de micetoma. Países donde 

el micetoma es considerada una enfermedad endémica3.  
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En países del continente americano son más frecuentes los casos de 

actinomicetoma mientras que en África predomina el eumicetoma4,6.  En un 

estudio realizado con datos de casos a nivel mundial la mayoría de estos 

corresponden a actinomicetos siendo un 50% y los casos de eumicetoma un 40% 

mientras que el resto son de etiología desconocida3.  

En México, esta es una enfermedad relevante debido a la cantidad de 

casos reportados. Afecta exclusivamente a habitantes de zonas rurales como 

campesinos y amas de casa de esas regiones donde la mayoría de estos casos 

se presentaron en hombres guardando una relación de 3:1 con respecto a los 

casos en mujeres. Dentro del territorio nacional los estados más afectados fueron 

Jalisco, Morelos, Nuevo León, Guerrero y Veracruz, El 96% de los casos 

reportados en México son de actinomicetoma, de los cuales, el agente etiológico 

más frecuentemente aislado es Nocardia brasiliensis, con una frecuencia del 

65.5% de todos los casos reportados7. 

1.3. Nocardia brasiliensis. 

Nocardia brasiliensis es un actinomiceto saprófito e inmóvil que habita en 

el suelo, tiene un metabolismo aerobio y es positivo a la tinción de Gram y de 

Kinyoun. Esta bacteria produce largos filamentos en agar sólido como el agar BHI 

especialmente luego de 3-4 días de cultivo8. Dentro de los componentes de su 

pared celular se encuentran ácidos micólicos como los que se encuentran en 

Mycobacterium tuberculosis esto porque al igual que esta bacteria pertenece al 

orden de Corynebacterineae y pose una pared celular de tipo IV, esta pared 

celular está compuesta de ácidos grasos, carbohidratos como la galactosa y 
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arabinosa, además de ácidos micólicos, ácido murámico, melaquinonas y ácidos 

tubérculo-esteáricos5,9.  

 Al ser una bacteria intracelular, tiene la capacidad de sobrevivir a los 

mecanismos efectores del sistema inmune ya que puede resistir la muerte 

intracelular en los fagocitos y consecuentemente multiplicarse dentro de ellos, lo 

anterior se debe a que estas bacterias poseen diversas proteasas, catalasas y 

super óxido dismutasas 8,10,11.   

1.4. Respuesta inmune contra N. brasiliensis. 

 1.4.1 Respuesta celular. 

 La respuesta inmune en contra de Nocardia ha sido estudiada desde 

tiempo atrás en modelos experimentales en animales principalmente en Nocardia 

asteroides y posteriormente en Nocardia brasiliensis, uno de los primeros 

estudios que se realizaron demostró la importancia y el impacto que la respuesta 

inmune celular tiene durante el proceso infeccioso, se determinó que los linfocitos 

T son un componente esencial en la resistencia a la infección en ratones 

infectados con N. asteroides y N. brasiliensis, esto debido que al infectar ratones 

que carecían de timo estos sufrieron una infección diseminada teniendo una 

mortalidad del 100%, lo que no ocurrió con ratones de la misma cepa que si 

tenían el timo, además que los ratones sin timo no desarrollaban el granuloma, 

así que los linfocitos T juegan un papel central en el desarrollo de los 

granulomas12, lo anterior también fue confirmado por Beaman y su equipo de 

trabajo ya que al transferir células T previamente sensibilizadas a ratones que 
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carecían de timo tuvieron una mayor tasa de supervivencia a la infección por N. 

asteroides13. En la infección por Nocardia brasiliensis se puede observar un gran 

infiltrado de neutrófilos los cuales llegan al sitio de infección y forman el 

granuloma posterior a la inoculación, sin embargo, en estudios en N. asteroides 

se ha observado que estos polimorfonucleares no son capaces de eliminar a la 

bacteria a pesar de que poseer sus funciones microbicidas normales14, lo anterior 

se atribuye a la catalasa y super óxido dismutasa que la bacteria posee, ya que 

en cuando estas enzimas están presentes en altas concentraciones los 

neutrófilos pierden la capacidad de eliminarla, sin embargo, cuando estas 

bacterias se tratan primero con anticuerpos anti-SOD y posteriormente expuestas 

a los fagocitos, estos ahora son capaz de destruir a las bacterias10,11.   

En un modelo de actinomicetoma experimental de infección con N. 

brasiliensis en ratones BALB/c  se encontró una elevada proliferación de linfocitos 

en bazo y ganglios linfáticos además que las citocinas de la respuesta Th1 y Th2 

están involucradas en la respuesta inmune sistémica contra la infección, ya que 

fue detectado el aumento en la concentración sérica de estas citocinas en los 

ratones durante el curso de la infección15.  

Por otro lado, en el mismo modelo experimental, se ha descrito que la 

respuesta inmune local difiere de lo encontrado a nivel sistémico. Se ha 

observado que, aunque de forma temprana en el área de la inflamación y los 

microabscesos hay producción de citocinas proinflamatorias como IFN-γ, TNF-α 

e IL-6 cuyas funciones son principalmente protectoras, se mantiene un 

microambiente inmunosupresor en el área afectada durante el todo el curso de 



   

   
  6 

la infección (etapa aguda y crónica). Este consiste en un aumento de células T 

reguladoras, y citocinas, tales como la IL-10, IL-13 y TGF-β, que suprimen la 

respuesta inmune efectora lo que correlaciona positivamente con la severidad de 

la inflamación y la carga bacteriana4,16–18. La evidencia anterior sugiere que N. 

brasiliensis tiene la capacidad de modular la respuesta inmune a su favor de 

forma local, modulándola mediante diversos mecanismos, lo que es un 

importante factor para su supervivencia y multiplicación con el fin de establecer 

la enfermedad crónica19. 

 En biopsias humanas de pacientes con actinomicetoma también han sido 

comprobada la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ y han sido también 

asociados con la prevención de la diseminación de la infección, aunque no son 

capaces de resolver la infección local20. 

 1.4.2 Respuesta humoral. 

La respuesta inmune humoral en contra de N. brasiliensis ha sido 

estudiada en humanos infectados, colectando su suero y usando un extracto 

crudo de proteínas de la bacteria para determinar los antígenos 

inmunodominantes de este patógeno esto con el fin de poder desarrollar una 

prueba diagnóstica de fácil acceso, rápida y específica, a partir de esto se sabe 

que la bacteria es capaz de producir una respuesta de anticuerpos21,22. Altos 

títulos de anticuerpos con la misma especificidad que los encontrados en el suero 

de pacientes con actinomicetoma fueron encontrados en el modelo experimental 

en ratones BALB/c desarrollado por el equipo del doctor Salinas, demostrando 

así, que la respuesta de estos roedores es similar a la del humano15. 
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Además, el grupo del doctor Salinas ha demostrado que, aunque 

comúnmente no se atribuye a la respuesta humoral como efectiva en las 

infecciones contra bacterias intracelulares que en el caso de N. brasiliensis esta 

puede tener un papel importante en la protección ante esta infección, ya que la 

transferencia de anticuerpos monoclonales del isotipo IgM en ratones previa a la 

infección experimental mostró conferir protección completa, sin embargo, al 

transferir anticuerpos monoclonales IgG estos no conferían protección y al 

contrario exacerbaban las lesiones, resaltando así la importancia de la respuesta 

de anticuerpos en el actinomicetoma23,24. 
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1.5. Antecedentes. 

 La atenuación de diversos microorganismos ha sido usada a través de la 

historia, este se trata de un proceso de cambios genéticos que conduce a una 

pérdida de virulencia de los microorganismos patógenos pero que conserva la 

capacidad de inducir una respuesta inmune en huéspedes susceptibles siendo 

su principal y más importante uso en la producción de vacunas25, como ejemplo 

se encuentra el bacilo de Calmette y Guérin, una cepa de Mycobacterium bovis 

atenuado por 230 subcultivos usado en diversos países como México para 

prevenir la meningitis tuberculosa y tuberculosis diseminada26,27.  

Para lograr la atenuación existen diversos métodos que pueden ser utilizados 

y se han desarrollado a lo largo de los años, como lo son: 

• Subcultivo (Mycobacterium bovis BCG). 

• Mutagénesis química (Salmonella enterica Ty21a). 

• Deleción de genes esenciales para la virulencia o regulación. 

En el Laboratorio Interdisciplinario de Investigación Dermatológica el equipo 

del doctor Vera-Cabrera subcultivó una cepa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 

130 veces, la cual al ser inoculada en ratones BALB/c producía la inflamación 

aguda, sin embargo, no producía la infamación crónica respecto al grupo 

infectado con la cepa parental, e interesantemente, los ratones que habían sido 

inoculados con cepa parcialmente atenuada y eran posteriormente inoculados 

con la cepa parental, desarrollaban lesiones menos intensas que el grupo control 
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solo infectado con la cepa sin subcultivar e inclusive algunos eran capaces de 

resolver la infección28.  

Posterior a este estudio, el mismo grupo de trabajo puso a prueba una cepa 

de N. brasiliensis subcultivada 200 veces a la que llamaron P200 y se dieron a la 

tarea de indagar con mayor profundidad, encontrando que esta bacteria solo era 

capaz de producir la inflamación aguda pero con el tiempo todos los ratones se 

recuperaban en su totalidad, a diferencia de los infectados con la cepa parental, 

así también, se observó que la protección que esta bacteria otorgaba ante una 

infección secundaria con la cepa parental era una protección completa ya que los 

ratones eran capaces de resolver la infección en su totalidad. Esta cepa P200, 

también presento algunos cambios fenotípicos como su forma de crecimiento en 

caldo (como una suspensión y no como agregados), la pérdida total de su ácido-

alcohol resistencia, la perdida de la expresión de algunas proteínas cuando se 

analizó por SDS-PAGE bidimensional e inclusive cambios en su genoma 

completo. En este último análisis P200 presentó la pérdida de 17 regiones del 

genoma que afectan a 213 genes, 16 SNPs y 12 duplicaciones de secuencias 

cortas de nucleótidos29,30.  

Aunque las características anteriores de esta cepa son conocidas, aún no 

conocemos como es la respuesta inmune que esta N. brasiliensis P200 induce 

tras su inoculación, ni se ha caracterizado la inmunidad protectora que confiere, 

por lo que en este estudio nos avocamos a su análisis. 

 



   

   
  10 

1.6. Justificación 

Es importante conocer la fisiopatogenia del micetoma por N. brasiliensis 

para identificar estrategias terapéuticas efectivas contra la enfermedad. Por ello 

es importante identificar los efectores de la respuesta inmune responsables de la 

resolución de la infección. 
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1.7. Hipótesis 

En los ratones BALB/c infectados con una cepa atenuada de Nocardia 

brasiliensis predomina una respuesta celular Th1 y existe una mejor respuesta 

humoral que los infectados con la cepa parental. 

. 
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1.8. Objetivo general 

Caracterizar la respuesta inmune protectora inducida en ratones BALB/c 

por la cepa atenuada Nocardia brasiliensis P200. 

 

1.9  Objetivos específicos 

1. Evaluar el desarrollo natural de la enfermedad en ratones infectados con 

cada una de estas cepas. 

2. Analizar las subpoblaciones de linfocitos T en bazo y cojinete plantar de 

los ratones infectados. 

3. Determinar los niveles de anticuerpos IgG en suero de los ratones 

infectados en ambos grupos. 
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA 

2.1. Cultivo bacteriano. 

Tanto la cepa parental de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (pasaje 0, 

obtenida de una lesión) como la cepa atenuada (pasaje 200, obtenida a través 

de subcultivos) congeladas a -80°C se inocularon en botella con agar Sabouraud 

el cual fue incubado de 48 a 72 horas a 37°C hasta observar colonias blancas, 

las cuales se resembraron en un matraz Erlenmeyer con caldo BHI e incubarlo 

por 48 horas en agitación (110 rpm) a 37°C. Pasado el periodo de incubación y 

observar el crecimiento, el contenido del matraz se vertió en un tubo de 50mL, y 

se centrifugó a 3500 rpm por 10 minutos. La masa celular obtenida tras la 

centrifugación fue resuspendida en 2 mL de caldo BHI para luego ser transferido 

a más matraces que de igual manera contenían caldo BHI para luego ser 

incubadas de la misma manera que los caldos anteriores, esto con el objetivo de 

obtener más masa bacteriana de cada una de las cepas. 

2.2. Preparación del inóculo. 

Una vez obtenido suficiente masa bacteriana de cada una de las cepas a 

estudiar, se preparó el inoculo para la infección de la siguiente manera31: 

1. Los cultivos de los matraces con caldo BHI fueron vertidos en tubos de 

50mL los cuales fueron centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos 

para obtener un botón celular. 
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2. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 5mL de agua estéril con 

el fin de lavar la masa bacteriana, este paso fue repetido dos veces 

más. 

3. Una vez se hicieron los lavados, fue resuspendido cada botón celular 

con 3-5mL de agua estéril, esta suspensión obtenida de cada matraz 

fue macerada con un potter de cristal estéril y después recolectada en 

un solo tubo de 50 mL el cual había sido pesado con anterioridad. 

4. Ya en el tubo pesado con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua 

posible se hicieron las siguientes centrifugaciones en el orden que se 

indica desechando el líquido sobrenadante después de cada una: 

a. 100 rpm por 10 minutos. 

b. 100 rpm por 10 minutos. 

c. 3500 rpm por 20 minutos. 

5. Después de eliminar el sobrenadante, el tubo se pesó nuevamente 

pero ahora con la masa bacteriana para así obtener el peso de esta al 

sustraer el peso inicial del tubo. 

6. Al obtener el peso de la masa bacteriana esta fue resuspendida en la 

cantidad requerida de solución salina para obtener una concentración 

de 20mg por cada 50μL. 

2.3. Infección experimental. 

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 10 semanas de edad que se 

mantuvieron bajo condiciones BSL2 en el IMSS Centro De Investigación 

Biomédica Del Noreste a cargo del Dr. Javier Vargas Villarreal. Se les 
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proporcionó alimento comercial LabDiet, la cual contiene una composición 

bromatológica ideal para alimento de roedores de laboratorio y agua estéril ad 

libitum. Los animales se observaron diariamente y la iluminación será 12/12 

controlada con temporizador, de acuerdo con la norma NOM-062-ZOO-1999.  

Los ratones fueron infectados con 50μL del inoculo previamente preparado 

en el cojinete plantar utilizando jeringas de 1mL, se evaluaron 3 grupos con 30 

ratones cada uno: 

• Grupo infectado con la cepa parental. 

• Grupo infectado con la cepa atenuada. 

• Grupo infectado con la cepa atenuada y 90 días después re-

infectados con la cepa parental en el cojinete plantar contra-lateral. 

Estos grupos fueron evaluados en los tiempos que se observan en el 

siguiente esquema, dichos tiempos en donde se obtuvieron las muestras de tejido 

o sangre para llevar a cabo cada análisis (n=5 por cada tiempo). 
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Figura 2. Esquema de los grupos experimentales y tiempos de toma de muestras.  

2.4. Evaluación del tamaño de la lesión. 

La inflamación observada en el cojinete plantar fue medida mediante un 

vernier cada 7 días desde el inicio del estudio hasta que este culminó. Para 

obtener el volumen del cojinete plantar en cada semana se utilizó la ecuación 

elipsoidea (ancho x alto x altura) multiplicando el producto por el factor 

0.5235999. 

2.5   Evaluación de las subpoblaciones de linfocitos T por citometría de flujo 

Se tomó una muestra de sangre de los ratones de cada grupo en los 

tiempos ya mencionados a través del seno retro-orbital (aproximadamente 

0.5mL) la cual se colectó en tubos de 1.7mL se dejaron coagular por una hora y 

se centrifugaron a 4ºC por 10 minutos para separar el suero del coagulo y se 

almacenó a -80ºC (estas muestras serán utilizadas para la cuantificación de 
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anticuerpos), posteriormente los ratones fueron sacrificados por medio de 

dislocación cervical, una vez esto, se obtuvo de manera aséptica y con material 

estéril el bazo y en el cojinete plantar infectado. Para el caso del bazo este fue 

disgregado en PBS 1X para obtener una suspensión y posteriormente esta se 

pasó por un colador celular con diámetro de 70μm (Falcon #352350), y así 

obtener una suspensión unicelular. En el caso del cojinete plantar infectado de 

cada grupo, primero se digirieron utilizando colagenasa (SIGMA #C7657-100MG) 

durante 30 minutos a 37ºC a una concentración de 0.5 mg/mL (3mL por cada 

cojinete plantar). Una vez pasada esta incubación el cojinete plantar fue 

disgregado para después pasarse por un colador celular como el mencionado 

anteriormente, estas suspensiones celulares se resuspendieron en 5mL (bazo) y 

1mL (cojinete plantar) de medio de cultivo RPMI y se contaron en una cámara de 

Neubauer. Posterior al conteo se colocaron las células en placas de 12 pocillos, 

cada pocillo contenía 500,000 células y se suspendieron en medio RPMI-1640 

(GIBCO) adicionado con SFB (GIBCO), L-glutamina 2mM y penicilina con 

estreptomicina 1X posteriormente se agregó Brefeldina A 2 μg/mL del kit 

Cytofix/Cytoperm w/golgiplug (BD #555028) y PMA 20 ng/mL + Ionomicina 1 

μg/mL (SIGMA #I0634-1MG) con el objetivo de estimular la secreción de 

citocinas, estos últimos con el fin de bloquear la secreción de proteínas y 

estimular la secreción de citocinas para así poder detectar las moléculas de 

interés de manera, así, se colocó 1mL del medio por pocillo. Las placas fueron 

posteriormente a la incubadora donde por 4 horas se incubaron a 37°C con 5% 

de CO2. Al término de la incubación, las células fueron colocadas en tubos para 

citometría (Falcon) y se lavaron dos veces con PBS 1X/BSA 0.5% estéril 
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centrifugando a 1300 rpm por 5 minutos a 4°C y descartando el sobrenadante. 

Una vez hecho esto se siguió el siguiente protocolo de tinción con los siguientes 

anticuerpos: 

Anticuerpo Fluoroforo Número de catálogo (BD) 

Anti-CD3 APC-CY7 560590 

Anti-CD4 PACIFIC BLUE 558107 

Tabla 1. Anticuerpos contra marcadores de membrana de linfocitos T. 

Anticuerpo Fluoroforo Número de catálogo (BD) 

Anti-IFN-γ ALEXA FLUOR 700 557998 

Anti-IL-4 APC 554436 

Anti-IL-10 PE 554467 

Anti-IL-17A PERCP-CY5.5 560666 

Tabla 2. Anticuerpos contra citocinas producidas por linfocitos T. 

Tinción extracelular 

• Se agregaron 40μL de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 diluidos 1:100 en 

PBS 1X/BSA 0.5%. 

• Fueron incubadas las células por 30 minutos a 4°C en oscuridad. 

• Se realizaron 2 lavados con 1mL de PBS 1X/BSA 0.5% de la misma 

manera mencionada anteriormente. 

Tinción intracelular 

• Utilizando el kit Cytofix/Cytoperm w/golgiplug (BD #555028), se agregaron 

250μL de Fixation/Permeabilization solution e incubaron por 20 minutos a 

4°C. 
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• Se lavaron dos veces con 0.5mL 1X BD Perm/Wash buffer. 

• Se agregaron 40μL de anticuerpos anti-IL-4, IL-10, IL-17A e IFN-y diluidos 

1:100 en PBS 1X/BSA 0.5%. 

• Fueron incubadas por 30 minutos a 4°C en oscuridad. 

• Se lavaron dos veces con 0.5mL 1X BD Perm/Wash buffer. 

• Y el botón celular se resuspendió en 500 μL de PBS 1X/BSA 0.5% y se 

almacenaron a 4°C en la oscuridad. 

• A la mañana siguiente (aproximadamente 10 horas posterior a la tinción) 

las muestras fueron inyectadas en un citómetro de flujo LSRFortessa (BD) 

adquiriendo 10,000 eventos CD3+ y CD4+ por tubo para posteriormente 

analizarse los datos con el software FlowJo v10.7.1.(BD, New Jersey) 

Nota: Previo al análisis de las muestras se estandarizó el panel de los diferentes 

marcadores fluorescentes utilizando controles FMO (fluorescencia menos uno) 

por cada marcador y controles sin teñir para así hacer la compensación. 

Para estudiar la respuesta de las células T y determinar qué tipo de 

respuesta predomina en cada una y los cambios que existen entre la infección 

con cada cepa se analizaron la respuesta Th1, Th2, Th17 y Treg por medio de 

las moléculas que predominan en cada una de estas, IFN-γ, IL-4, IL-17 e IL-10 

respectivamente, para esto se hizo uso de una estrategia de selección que se 

muestra en la figura 3. Brevemente, primero se determinaron los eventos 

singulares y de ahí fueron tomados estos eventos para seleccionar el grupo que 

corresponde a las células linfoides por complejidad y tamaño haciendo uso del 

SSC y FSC, respectivamente, posterior a esto se seleccionó solo a las células T 
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excluyendo a las células B y NK por medio de su positividad del marcador CD3, 

estas células después se tomaron y solo se seleccionaron las células CD4 

positivas que corresponden a las células T cooperadoras y finalmente de ese 

último grupo de células se analizó su positividad para las citocinas de cada una 

de las respuestas analizadas. Cabe mencionar que como se ha descrito, se hizo 

uso del PMA y de la ionomicina con el fin de producir una activación 

independiente del TCR y estimular así la secreción de citocinas por medio de la 

activación de diversas vías de señalización como la vía se señalización de la PKC 

y así hacer evidente el patrón de citocinas que es secretado por cada grupo 

experimental32 (figuras 3 y 4).  

 

 

Figura 3. Estrategia de selección usada para el análisis de la respuesta inmune. 
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Figura 4. Dot plots representativos. Células previamente agregado el estímulo 

(izquierda) del PMA y ionomicina y posterior al estímulo con estas moléculas (derecha). 

 

2.6.  Evaluación de la respuesta de anticuerpos del isotipo IgG por medio 

de ELISA. 

2.6.1 Obtención de un extracto de proteínas a partir de la cepa 

parental. 

Para el desarrollo de una prueba ELISA en la que se pueda visualizar la 

cinética de anticuerpo IgG generados contra antígenos de N. brasiliensis se 

requirió de la obtención de un extracto crudo de proteínas las cuales puedan 

adherirse al fondo de la placa para que en contacto de suero de ratones 

infectados estos puedan unirse a los antígenos inmunodominantes y se obtenga 

una señal que será proporcional al concentración de anticuerpos en la muestra, 

este extracto de proteínas se obtuvo de la siguiente manera: 

• Se cultivo la cepa parental de N. brasiliensis (P0) de la misma 

manera en la que se describe en la preparación del inóculo, la 
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bacteria fue aislada de una lesión, y de igual forma se expandió con 

el fin de obtener suficiente masa bacteriana. 

• Esta masa fue colectada en un tubo de 50mL donde se centrifugó 

por 10 minutos a 3500 rpm a 4°C y se descartó el medio 

sobrenadante. 

• Se procedió a hacer 5 lavados con agua estéril centrifugando de la 

misma manera. 

• Una vez lavada la bacteria y con el fin de retirar los lípidos de la 

masa bacteriana se vertió en un vaso de precipitado en que había 

sido pesado anteriormente, y se agregó 30mL de éter anhidro y 

etanol (50:50) y se dejó agitación por 1 hora.  

• Después de este tiempo se retiró la mezcla de solventes y se 

agregó la misma mezcla, pero en proporción 70:30 y se extrajo por 

una hora. 

• Luego de lo anterior se hizo una última extracción con éter anhidro 

al 100% durante 1 hora y después se retiró el solvente y se dejó 

evaporar durante toda la noche. 

• Una vez con la masa deslipidizada y seca se pesó el vaso con lo 

obtenido y se calculó el peso de la bacteria sustrayendo a este peso 

el peso del vaso sin la bacteria obtenido previamente.  

• Esta masa se reconstituyó con un buffer de lisis estéril con la 

siguiente composición: Tris-HCl 50mM, EDTA10mM, NaCl 100mM, 

pH=8.1 ajustado con NaOH y diluido en agua. Esto a manera de 
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que la concentración fuera de 400mg de bacteria por cada mL de 

buffer de lisis. 

• Una vez teniendo la bacteria suspendida en este buffer se agregó 

a tubos (1.5 mL por tubo) para lisis con matriz B (MP) que contiene 

perlas de sìlica de 0.1mm los cuales se colocaron en el equipo 

FastPrep (MP) en donde se hicieron 5 ciclos de 60 segundos a 6 

m/s con reposo de 2 minutos en hielo entre cada ciclo con el fin de 

lisar la bacteria. 

• Al final los tubos se centrifugaron a 13300 rpm por 8 minutos a 4°C.  

• Después de lo anterior se colectó el sobrenadante y este fue filtrado 

con filtros de 0.45μm de poro y se colocó en un vial para su posterior 

liofilización. 

• Este extracto fue llevado a congelarse a -80°C en el 

ultracongelador. 

• Al día siguiente, pasadas al menos 12 horas este extracto se le dio 

una congelación rápida en baño de acetona con hielo seco para 

liofilizarse durante 12 horas, el resultado se almacenó a 4°C y luego 

se reconstituyó en 1mL de agua estéril y se hicieron alícuotas. 

Una vez ya obtenido el extracto a este se le determinó su concentración 

de proteínas con el método de Bradford y se evaluó  su calidad por medio 

de una electroforesis en un gel discontinuo de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (gel concentrador 5%, gel separador 10%) 

usando el protocolo estándar indicado por BioRad https://www.bio-

https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6040.pdf
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rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6040.pdf) cargando 15μg 

del extracto por pocillo  con buffer de carga con β-mercaptoetanol y se 

corrió a 80 voltios en el gel separador y a 120 voltios una vez en el gel 

separador para después ser teñido con azul de Coomassie por 20 minutos 

y desteñido con solución desteñidora que consiste de metanol:agua:ácido 

acético glacial (50:40:10).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Gel SDS-PAGE 10% teñido con azul Coomassie. Carril 1:  Marcadores de 

peso moleculares; Carril 2: extracto proteico 20 µg; Carril 3: extracto proteico 20 µg Carril 

4: extracto proteico 20 µg; 
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https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6040.pdf
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2.6.2 Cuantificación de anticuerpos IgG.  

 Con el fin de hacer una cuantificación de la concentración de anticuerpos 

de isotipo IgG posterior a la infección en los grupos de estudios se elaboró una 

ELISA usando el extracto de proteínas de la bacteria anteriormente obtenido y se 

realizó de la forma que se describe a continuación:  

• Se usaron placas de 96 pocillos (Corning Costar 96-well serocluster 

microplates 3795) en donde se colocó 0.5μg del extracto por pocillo 

disueltos en 200μL en un buffer de acetatos con pH de 5 y se incubó 

por 18 horas a 4°C15. 

• Pasada la incubación, el contenido se decantó y se hicieron 3 

lavados con 200μL PBS 1X/Tween 20 0.1%. 

• Se realizó un bloqueo con leche descremada al 5% por 30 minutos. 

• De nueva cuenta el contenido se decantó y se hicieron 3 lavados 

con 200μL PBS 1X/Tween 20 0.1%. 

• Posterior a esto se agregaron 200μL de los sueros de los ratones 

infectados diluidos 1:100 en PBS 1X/leche descremada 1.5% y 

Tween 20 al 0.1% (cada suero por triplicado) y se incubó a 37°C por 

una hora. 

• Se decantó y se hicieron 3 lavados con 200μL PBS 1X/Tween 20 

0.1%. 

• Se incubó el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con 

HRP (Jackson Immunoresearch #315-035-045) diluido 1:5000 en 
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PBS 1X/Tween 20 0.1% y leche descremada al 1.5% agregando 

200μl por pocillo y se incubó por 1 hora a 37°C. 

• Se decantó y se hicieron 3 lavados con 200μL PBS 1X/Tween 20 

0.1%. 

• El revelado se llevó a cabo con OPD del kit SIGMAFAST OPD 

(Sigma #P9187) de acuerdo con las recomendaciones del 

fabricante. Se colocaron 150 μl de solución a cada pocillo y se 

incubo por 30 minutos en oscuridad.  

• Se agregó ácido sulfúrico (H2SO4 1N, stopping solution R10, 

Jackson 862211) para detener la reacción. 

•  Las placas fueron colocadas en un lector de microplacas para ser 

leídas a una absorbancia de 450nm y los resultados se capturaron. 

 

 

 

  



   

   
  28 

CAPÍTULO 3 

RESULTADOS 

3.1 Evaluación del desarrollo de la enfermedad en los ratones infectados 

con P0 o P200. 

Posterior a la inoculación con la cepa P0 y P200 se evalúo la inflamación 

de la lesión midiendo el cojinete plantar infectado de los ratones cada 7 días y el 

volumen de estas lesiones se graficó, como se observa en la figura 6; después 

de una semana de la inoculación con cualquiera de las dos cepas hubo una 

inflamación aguda, sin embargo, en el grupo infectado con la cepa P200 esta 

disminuyó en las siguientes semanas hasta volver a las medidas basales previo 

a la infección. En el grupo infectado con P0, la inflamación también disminuyó 

hasta la semana 5 hasta que en la semana 6 la inflamación comenzó a aumentar 

drásticamente hasta tener diferencias estadísticamente significativas desde la 

semana 8 hasta la semana 12 (figuras 6 y 7), logrando evidenciar que la bacteria 

P200 en efecto es incapaz de producir la fase crónica de la enfermedad. 
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Figura 6. Evolución de la inflamación después de infectar con P0 (círculos abiertos) 

y P200 (círculos cerrados). Cada punto representa la media del volumen del cojinete 

plantar de 5 ratones. Los asteriscos denotan significancia estadística. Los dos grupos 

fueron analizados mediante ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, a un 

nivel de significancia p<0.05. 

 

A)    B)   

Figura 7. Lesiones representativas a las 10 semanas posterior a la infección con 

P200 (A) o P0 (B). 

A su vez, se evaluó si la infección previa con P200 era capaz de inducir 

una respuesta protectora contra P0. En la figura 8 se muestra la evolución de las 
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lesiones al inocular P0 a los ratones previamente infectados con P200; se 

observó una inflamación aguda la cual disminuyó hasta obtener las medidas 

basales a la semana 4 mientras. Como control se inocularon ratones de la misma 

edad con P0, pero sin haberlos infectado con P200.  En ellos la inflamación fue 

en aumento desde la semana 6 y habiendo diferencias significativas en la 

semana 7 y 8 del estudio. Confirmando así la resistencia que la previa infección 

con esta cepa atenuada (P200) puede brindar contra una infección secundaria 

con la bacteria virulenta. 
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Figura 8. Evolución de las lesiones en los animales inmunizados con P200 y re-

infectados a los 90 días con P0. Cada punto representa la media de 5 animales; la 

desviación estándar está representada como barras. Los resultados fueron analizados 

mediante ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, utilizando un nivel de 

significancia p<0.05, aquellos grupos con una significancia estadística están marcados 

con asteriscos. 
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3.2 Análisis de las subpoblaciones de linfocitos T en bazo y cojinete 

plantar de los ratones infectados. 

3.2.1 Análisis de la respuesta inmune celular tras la infección 

con P0 y P200.  

Con el fin de conocer los mecanismos implicados, tanto durante el 

desarrollo de la infección natural (que se conocen en parte) como de aquellos 

involucrados en la resistencia observada al inocular con P200, se midieron varias 

citocinas tanto en el sitio de la lesión, el cojinete plantar, como en el bazo que 

representa al estado inmunológico general del animal.  

Cuando se analizó la respuesta Th1 al medir los niveles de IFN-γ como se 

pudo observar que la respuesta en bazo al día 15 y 90 es mayor en los ratones 

que fueron infectados con la cepa P200 mientras en el día 60 la respuesta fue 

mayor en los infectados con P0, sin embargo, solo en el día 90 se tiene una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (figura 9).  

En los resultados obtenidos en el sitio de la infección no existe ninguna 

diferencia significativa entre ambos grupos, pero si existe en ambos grupos una 

disminución considerable de esta respuesta en el día 90, siendo significativo este 

descenso solo en la infección con P200 comparado con los tiempos anteriores 

que presentaban una mayor presencia de esta respuesta (figura 9).  
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Figura 9. Respuesta de células Th1 productoras de interferón gama, local (cojinete 

plantar, derecha) y sistémica (bazo, izquierda) posterior a la infección con P0 

(círculos) o P200 (cuadrados). Cada punto representa la media de 4 animales. Posibles 

diferencias estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con 

comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05. 

 

 En la figura 10 se observan los resultados obtenidos del análisis de la 

respuesta Th2 en donde en el bazo puede verse como la respuesta es muy 

similar durante la mayoría de los tiempos a excepción de que en el día 30 se 

presentó una respuesta significativamente mayor en los ratones infectados con 

la cepa P0, interesantemente, de forma local se observan dos diferencias 

significativamente más grande en los días 30 y 60 en los ratones infectados con 

la cepa atenuada, la cual disminuye en el día 90 siendo en este punto muy similar 

a los datos obtenidos con P0 como pasa también en el día 15.  
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Figura 10. Respuesta de células Th2 productoras de IL-4, medidas en forma local 

(cojinete plantar, derecha) o sistémica (bazo, izquierda) posterior a la infección con 

P0 (círculos) o P200 (cuadrados). Cada punto representa la media de 4 animales. 

Posibles diferencias estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías 

con comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05. 

 En la figura 11 se muestran los datos obtenidos del análisis de la respuesta 

tras analizar la respuesta Th17 en cada uno de los grupos infectados, aquí se ve 

que en el bazo una respuesta similar en ambos grupos hasta el día 60, pero en 

el día 90 existe una clara diferencia significativa mayor en los ratones infectados 

con la cepa atenuada de N brasiliensis. En el tejido infectado se ve una tendencia 

a ser mayor en el grupo de P200, pero sin alcanzar significancia estadística, al 

contrario de lo observado en bazo existe una importante diferencia significativa 

en el día 90, que muestra una potente respuesta Th17 en el grupo infectado con 

P0 mientras que P200 desciende hasta niveles similares al día 15. 
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Figura 11. Respuesta de células productoras de IL-17, medidas en forma local 

(cojinete plantar, derecha) o sistémica (bazo, izquierda) posterior a la infección con 

P0 (circulos) o P200 (cuadrados). Cada punto representa la media de 4 animales. 

Posibles diferencias estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías 

con comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05.  

 

La respuesta Treg se analizó usando como marcador la citocina 

antiinflamatoria IL-10 y en la figura 12 se observa de manera interesante se tiene 

un comportamiento muy parecido a lo encontrado en la respuesta Th17, en el 

bazo hasta el día 60 los resultados no mostraron diferencias y fueron similar pero 

en el día 90 hay una diferencia significativa mayor en el grupo infectado con P200, 

mientras que de forma local en el área afectada hubo una diferencia significativa 

mayor en el grupo infectado con la cepa parental. 
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Figura 12. Respuesta de células Tregs productoras de IL-10 medidas en forma local 

(cojinete plantar, derecha) o sistémica (bazo, derecha) posterior a la infección con 

P0 (circulos) o P200 (cuadrados). Cada punto representa la media de 4 animales. 

Posibles diferencias estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías 

con comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05.  

3.2.2. Análisis de la respuesta protectora de linfocitos T tras la 

infección con P200. 

Después de 90 días de haber infectado con P200, este grupo de ratones 

se retó con la cepa P0, para determinar el nivel de resistencia inducido con la 

cepa atenuada. Como control se inoculo un grupo de animales de la misma edad, 

también con P0. Al cuantificar las células productoras de interferón gama en el 

bazo (Figura 13), observamos que el grupo control tuvo una respuesta 

significativamente mayor en los días 7 y 15 posterior a la infección, mientras que 

en el día 60 no hubo ninguna diferencia (figura 13). En el cojinete plantar se 

observaron niveles semejantes en ambos grupos de animales (figura 14). 
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Figura 13. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

células Th1 de bazo productoras de interferon gama en los animales inmunizados con P200 e 

infectados a los 90 días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias 

estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple 

de Sidak, con una significancia p<0.05. 
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Figura 14. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

celulas Th1 de cojinete plantar productoras de interferon gama en los animales inmunizados con 

P200 e infectados a los 90 días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles 

diferencias estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con 

comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05. 

El análisis de la respuesta Th2, medida como porcentaje de linfocitos T 

productores de IL-4, no hubo diferencia alguna y la respuesta fue muy constante 

durante el curso de la infección (figura 16). 
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Figura 15. Ensayo de proteccion inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

celulas Th2 de bazo productoras de IL-4 en los animales inmunizados con P200 e infectados a 

los 90 días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias estadísticas fueron 

determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con una 

significancia p<0.05. 
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Figura 16. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

células Th2 de cojinete plantar productoras de IL-4 en los animales inmunizados con P200 e 

infectados a los 90 días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias 

estadísticas fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple 

de Sidak, con una significancia p<0.05. 

 

 Al medir la cantidad de linfocitos productores de IL-17, observamos que 

en el bazo no hubo una diferencia entre ambos grupos (figura 17); sin embargo, 

en la Figura 18 se muestra que en el sitio de la infección al día 7 existe una mayor 

respuesta inflamatoria mediada IL-17 en el grupo re-infectado, el día 30 muestra 

una disminución de esta respuesta y datos similares entre grupos, aunque es de 

resaltar que en la fase crónica (día 60) existe una diferencia significativamente 

mayor con respecto al grupo control. 
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Figura 17. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

celulas Th17 de bazo en los animales inmunizados con P200 e infectados a los 90 días con P0 

(Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias estadísticas fueron determinadas con 

el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con una significancia p<0.05. 
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Figura 18. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

células Th17 de cojinete plantar en los animales inmunizados con P200 e infectados a los 90 días 

con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias estadísticas fueron 

determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con una 

significancia p<0.05. 

 Como una forma de medir la respuesta inmune reguladora, medimos los 

niveles de células T productoras de IL-10; en las células del cojinete plantar. 

observamos niveles más altos en el grupo inoculado con P0. En los ratones 

inmunizados con P200, los niveles fueron decreciendo con el tiempo. La 

respuesta general, medida en el bazo fue muy baja. 
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Figura 19. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

celulas Tregs de bazo productoras de IL-10, en los animales inmunizados con P200 e infectados 

a los 90 días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias estadísticas 

fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con 

una significancia p<0.05. 
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Figura 20. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta de 

células Tregs de cojinete plantar en los animales inmunizados con P200 e infectados a los 90 

días con P0 (Gris), y en los ratones control (negro). Posibles diferencias estadísticas fueron 

determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con una 

significancia p<0.05. 

 

3.3 Análisis de la respuesta inmune humoral: cuantificación de los 

niveles de anticuerpos IgG en suero de los ratones infectados. 

En los animales infectados por primera vez con P0 o P200, se observó una 

cinética similar de aparición de anticuerpos (Figura 21).  
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Figura 21. Respuesta humoral del isotipo IgG en los ratones infectados con P0 

(negro) o P200 (gris). Posibles diferencias estadísticas fueron determinadas con el 

método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de Sidak, con una significancia 

p<0.05.  

  

En el día 90, cuando los ratones inmunizados con P200 se retaron con P0 

(Figura 22), se observó un incremento muy grande a los 7 días, que se mantuvo 

durante los 60 días del análisis. El grupo inoculado con P0 mostro un patrón 

típico, de incremento del nivel de anticuerpos, aunque menor al de los animales 

del grupo pre inmunizado con P200. 
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Figura 22. Ensayo de protección inducida por P200 a la infección por P0.  Respuesta 

humoral del isotipo IgG en los ratones inmunizados con P200 y reinfecatdos a los 90 días 

con P0 (gris). Grupo control infectado con P0 (negro). Posibles diferencias estadísticas 

fueron determinadas con el método de ANOVA de 2 vías con comparación múltiple de 

Sidak, con una significancia p<0.05.  
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CAPÍTULO 4 

DISCUSIÓN 

 En el actinomicetoma causado por N. brasiliensis, de acuerdo a 

experimentos en ratones y lo observado en casos de actinomicetoma en 

humanos20, las células T son muy importantes para evitar la diseminación de la 

infección y formar el granuloma a pesar de que no son capaces de eliminar al 

agente etiológico12,13. 

 Las células T cooperadoras son importantes efectoras y juegan un papel 

importante en la inflamación. Durante muchos años el paradigma de la respuesta 

Th1/Th2 fue usado para explicar varios fenómenos que envuelven a la respuesta 

inmune adaptativa, sin embargo, esto cambió con el descubrimiento de la 

respuesta Th17 y de las células Treg las cuales también juegan un importante rol 

en la mediación y regulación de la respuesta inmune. La diferenciación de estas 

células a cada una de estas subpoblaciones dependerá del patógeno presentado 

por las células presentadoras de antígeno convencionales y cada una de estas 

respuestas de las células T se caracteriza por la secreción de una o varias 

citocinas lo que define su función durante el la respuesta inmune33(figura 23). 
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Figura 23. Diferenciación de células T cooperadoras vírgenes a los diferentes tipos 

de subpoblaciones33.  

Los resultados del análisis de la respuesta de células T que se obtuvieron 

en el presente estudio muestran que la respuesta Th1 a nivel sistémica y local no 

es muy diferente posterior a la infección con P0 o P200 (o en el grupo infectado 

con ambas cepas) e inclusive pareciera ser más potente en la cepa parental 

durante la fase aguda y de forma sistémica, por lo que puede ser que esta 

respuesta no esté relacionada directamente con la resolución de la infección que 

se observa tras la infección con la cepa atenuada y no parece ser la responsable 

de la protección contra una infección secundaria con la cepa parental a pesar de 

que esta respuesta es comúnmente asociada con la resolución de infecciones 

contra patógenos intracelulares como se ha visto en estudios con otras M. 

tuberculosis en donde una robusta respuesta Th1 posterior a la inoculación con 

una bacteria atenuada se correlaciona con protección contra una infección 
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secundaria con una cepa virulenta34,35 o a lo observado por Shan y Yu en 

Nocardia rubra  en donde la administración del esqueleto de la pared celular en 

ratones C57BL/6 promueve la proliferación de células T CD4+ y la diferenciación 

a Th136.  

La respuesta inmune de tipo Th2 se asocia a resistencia en contra de 

diversas bacterias extracelulares, parásitos como helmintos y en respuestas 

alérgicas33. En nuestros experimentos observamos que la respuesta sistémica 

Th2 no es diferente tras la infección con cada una de las cepas estudiadas, sin 

embargo, de forma local se observa que durante los primeros 60 días la cepa 

atenuada estimula una respuesta Th2 más potente, en cuanto a esta respuesta 

en el grupo que desarrolló resistencia solo se ve esa marcada diferencia en el 

día 15 en el bazo y en el tejido afectado no se ven diferencias.  Por lo anterior 

podría esperarse ver una concentración mayor de anticuerpos IgG en los ratones 

infectados con la cepa atenuada ya que la respuesta Th2 impulsa la secreción 

de IgG1 y la diferenciación terminal de las células B37, sin embargo, cuando se 

analizaron los sueros de los ratones infectados con P0 o P200 no se observó 

ninguna diferencia significativa e incluso la cinética fue casi idéntica en ambos 

grupos. En el grupo inmunizado con P200 y re-infectado con P0, se observó una 

fuerte respuesta de IgG desde el día 7 hasta el final del estudio, lo que ha de 

deberse a la generación de  una buena respuesta de memoria como se ha 

observado que ocurre en la vacunación con M. tuberculosis atenuada la cual ha 

sido demostrada por Kaushal y colaboradores mediante citometría de flujo para 

identificar células de memoria posterior a eta vacunación34 y también por Triccas 
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et al, en un estudio con M. tuberculosis SO238. Esta fuerte respuesta de 

anticuerpos, en el grupo que desarrolló protección, podría tener un papel 

importante en la resistencia contra la posterior infección con la cepa virulenta 

(PO), ya que aunque normalmente la respuesta humoral no se asocia a la 

resolución de infecciones intracelulares, hay evidencia de que  puede brindar 

protección en contra de patógenos intracelulares como Listeria39, Salmonella40 y 

Francisella41. Esto fortalece lo observado previamente en que los sueros de 

ratones infectados que contenían IgM eran capaces de brindar protección contra 

N. brasiliensis si se administraban previo a la infección24.  

En este estudio observamos que la respuesta local Th17 y de Tregs es 

significativamente mayor en el grupo control infectado con la cepa parental. En 

el grupo que desarrolló protección la principal diferencia en células IL-10+ e IL-

17+ fue en la fase crónica en el tejido afectado, esta regulación que difiere a lo 

encontrado en los grupos infectados con la cepa P0 que llevan la historia natural 

de la enfermedad puede estar fuertemente conectada con la resolución de la 

infección de P200 y la resistencia que esta ofrece a una infección secundaria con 

P0. La IL-10 es sumamente importante ya que tiene propiedades 

antiinflamatorias por lo que a pesar de prevenir el desarrollo de lesiones 

patológicas causadas por una respuesta inmune aguda o crónica contra algún 

patógeno pero también está involucrada en la persistencia de infecciones 

bacterianas y virales al interferir con la respuesta inmune adaptativa ya que es 

capaz de inhibir la respuesta y función del IFN-γ42, sin embargo, cabe mencionar 

que la secreción de IL-10 no es necesariamente atribuible a la respuesta de las 
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células Treg ya que en este estudio solo fue utilizada la IL-10 como marcador y 

en algunos casos se han reportado células Th1 productoras de IL-10 que se 

activan de forma temprana en la inflamación aguda que son las mediadoras 

principales en la inmunosupresión dependiente de IL-10 derivada de células T en 

infecciones crónicas causadas por patógenos intracelulares como en la 

leishmaniasis43. Es por lo anterior que la diferencia en los resultados de ambas 

cepas en las células positivas a IL-10 puede ser un factor clave para el 

establecimiento o resolución de la enfermedad crónica al mantener un estado de 

inmunosupresión en el área infectada.  Respecto a la respuesta Th17, esta es 

una fuerte respuesta inflamatoria que se caracteriza por la secreción de IL-17A, 

IL-17F, IL-21 e IL-22, esta actúa principalmente contra bacterias y hongos 

extracelulares y promueve la llegada de neutrófilos al sitio de infección al 

promover la secreción de IL-23 y esto es necesario para la formación del 

granuloma en la infección por M. tuberculosis44, por la misma razón esta 

respuesta también junto a la IL-10 puede ser clave para determinar el curso de 

la enfermedad, ya que en las lesiones también existe un gran infiltrado de 

neutrófilos que son los que forman los granulomas y se puede confirmar la 

presencia de una fuerte respuesta Th17  y de  Tregs en la fase crónica en los 

ratones infectados con la cepa P0 pero no en los infectados con P200 o el grupo 

que desarrolló resistencia ante P0.  Previamente se ha descrito que tanto IL-10 

como IL-17 son responsables de mantener un microambiente inmunosupresor en 

el área afectada durante el todo el curso de la infección (etapa aguda y crónica), 

lo que permite el establecimiento de la enfermedad cronica17. Este consiste en 

un aumento de células T reguladoras, y citocinas, tales como la IL-10, IL-13 y 
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TGF-β, que suprimen la respuesta inmune efectora lo que correlaciona 

positivamente con la severidad de la inflamación y la carga bacteriana, además 

que reportan presencia de células de la respuesta Th17 durante todo su 

estudio4,16–18. 

Para finalizar se observa que de forma local la respuesta Th17 y Treg es 

significativamente mayor en el grupo control infectado con la cepa parental 

mientras que los rstones inoculados con la cepa atenuada presentan una 

respuesta más intensa en el bazo. En el grupo que desarrolló protección la 

principal diferencia en células IL-10+ e IL-17+ se encontró que en la fase crónica 

del tejido afectado. Esta regulación que difiere a lo encontrado en los grupos 

infectados con la cepa P0, que llevan la historia natural de la enfermedad, puede 

estar fuertemente conectada con la resolución de la infección de P200 y la 

resistencia que esta ofrece a una infección secundaria con P0. La IL-10 es 

sumamente importante ya que tiene propiedades antiinflamatorias, por lo que a 

pesar de prevenir el desarrollo de lesiones patológicas causadas por una 

respuesta inmune aguda o crónica contra algún patógeno, también está 

involucrada en la persistencia de infecciones bacterianas y virales al interferir con 

la respuesta inmune adaptativa, ya que es capaz de inhibir la respuesta y función 

del IFN-γ42; sin embargo, cabe mencionar que la secreción de IL-10 no es 

necesariamente atribuible a la respuesta de las células Treg ya que en este 

estudio solo fue utilizada la IL-10 como marcador y en algunos casos se han 

reportado células Th1 productoras de IL-10 que se activan de forma temprana en 

la inflamación aguda son las mediadoras principales en la inmunosupresión 
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dependiente de IL-10 derivada de células T en infecciones crónicas causadas por 

patógenos intracelulares como en la leishmaniasis43. Es por lo anterior que la 

diferencia en los resultados de ambas cepas en las células positivas a IL-10 

puede ser un factor clave para el establecimiento o resolución de la enfermedad 

crónica, al mantener un estado de inmunosupresión en el área infectada.  

Respecto a la respuesta Th17, esta es una fuerte respuesta de tipo inflamatoria 

intensa que se caracteriza por la secreción de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, actúa 

principalmente contra bacterias y hongos extracelulares y promueve la llegada 

de neutrófilos al sitio de infección al promover la secreción de IL-23 por lo cual es 

necesario para la formación del granuloma en la infección por M. tuberculosis44; 

por la misma razón esta respuesta también junto a la de IL-10 puede ser clave 

para determinar el curso de la enfermedad, ya que en las lesiones también existe 

un gran infiltrado de neutrófilos que son los que forman los granulomas; además 

se puede confirmar la presencia de una fuerte respuesta Th17  y de  Tregs en la 

fase crónica en los ratones infectados con la cepa P0, pero no en los infectados 

con P200 o el grupo que desarrolló resistencia ante P0.  A su vez evidencia 

directa del grupo de trabajo del doctor Salinas ha demostrado lo involucradas que 

están ambas citocinas durante el curso de la enfermedad; los describen que se 

mantiene un microambiente inmunosupresor en el área afectada durante el todo 

el curso de la infección (etapa aguda y crónica). Este consiste en un aumento de 

células T reguladoras, y citocinas, tales como la IL-10, IL-13 y TGF-β, que 

suprimen la respuesta inmune efectora, lo que correlaciona positivamente con la 

severidad de la inflamación y la carga bacteriana, además reportan la presencia 

de células de la respuesta Th17 durante todo su estudio4,16–18. 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES 

La cepa atenuada de 200 pasajes es incapaz de inducir el desarrollo la 

fase crónica del actinomicetoma, así también se ha confirmado que la infección 

primaria con esta bacteria atenuada por subcultivo provee resistencia ante una 

infección secundaria con la cepa parental. 

La respuesta Th1 no parecer ser la clave de la resolución como se 

proponía en la hipótesis, la respuesta mediada por IL-10 e IL-17 parece ser 

fundamental para el curso de la patología. 

Existe una mayor respuesta Th2 en el área afectada tras la infección con 

la cepa atenuada. la respuesta de anticuerpos se mantiene muy similar en ambos 

grupos, pero la reinfección con la cepa parental induce una rápida respuesta de 

anticuerpos, la cual persistió durante todos los días analizados. 
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CAPITULO 6 

PERSPECTIVAS 

• Evaluar la generación de células de memoria tras la infección con la cepa 

atenuada mediante marcadores de memoria por citometría de flujo. 

• Identificar el patrón de reconocimiento de los anticuerpos generados por 

la cepa atenuada mediante Western Blot. 

• Analizar la actividad neutralizante de los anticuerpos generados por la 

infección con la cepa atenuada mediante ensayos in vitro.  
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