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RESUMEN 

Q. C. B. Oscar Daniel Castillo Gálvez  Fecha de titulación: 

Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Medicina. 

Título del estudio: Evaluación de la expresión de miRNAs en macrófagos 

infectados in vitro por Nocardia brasiliensis 

Número de páginas: 81 

Candidato para la obtención del grado de Maestro en Ciencias con Orientación 

en Inmunología Médica 

Área de estudio: Inmunología 

El actinomicetoma es una enfermedad infecciosa crónica causada por N. 

brasiliensis, un patógeno intracelular que pertenece al orden de los 

Mycobacteriales. Bacterias como M. tuberculosis pueden modular y evadir la 

respuesta inmune del huésped. Uno de los mecanismos de regulación es la 

alteración de la expresión de los microRNAs (miRNAs), lo que modifica la 

expresión de genes involucrados con la respuesta inmune. 

Los miRNAs son RNA no codificantes pequeños que participan en la regulación 

postranscripcional de diversos procesos biológicos del huésped; como la 

respuesta inmune frente a patógenos intracelulares. Existen estudios sobre la 

relevancia de la expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c en infecciones con 

micobacterias; sin embargo, en infecciones intracelulares con N. brasiliensis la 

información es nula.  

En este trabajo se realizaron infecciones con N. brasiliensis en macrófagos 

derivados de monocitos humanos, donde se analizó la expresión de miR-21, miR-

26b y miR-29c, además de un análisis in silico de bases de datos de genes diana 

regulados por estos miRNAs y su posible efecto en la regulación de la respuesta 

inmune.  
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Los macrófagos infectados con N. brasiliensis mostraron un aumento de la 

expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c en comparación con los no infectados 

(p=0.0164, 0.0325, 0.0279 respectivamente). Este incremento sugiere la 

participación de estos miRNAs en la regulación de vías de señalización como de 

PI3K/Akt, MAPK, p53, y en procesos como el metabolismo de ácidos grasos y la 

reorganización de la matriz extracelular asociado con la formación del micetoma. 

La alteración de estas vías puede contribuir a una disminución en la actividad 

microbicida y la polarización de los macrófagos durante un proceso de infección 

intracelular. 

Entre los genes de relevancia regulados por cada miRNA se identificaron: 

CCL20, CCL1, FASLG y STAT3 para miR-21, relacionados con múltiples 

procesos inflamatorios; PRKCD y PTEN para miR-26b, asociados a la regulación 

de la apoptosis; y TNFRSF1A y TRAF4 para miR-29c los cuales están vinculados 

con TNF, que participa en los procesos de respuesta inflamatoria en infección 

con M. tuberculosis. 

 

FIRMA DEL DIRECTOR DE TESIS 

 

 

Dra. C. Nallely López López 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Micetoma 

El micetoma es una enfermedad infecciosa crónica, desatendida que suele 

originarse en el pie, aunque puede afectar a cualquier parte del cuerpo. La 

enfermedad se adquiere, probablemente, por la inoculación traumática de 

determinados hongos o bacterias en el tejido subcutáneo1.  

El micetoma se caracteriza por la presencia de una masa subcutánea indolora 

con múltiples fístulas y exudado que contiene granos, en cuyo interior se 

encuentra el agente causal. Generalmente se extiende y afecta a la piel, las 

estructuras profundas y el hueso, con la consiguiente destrucción, deformidad y 

deterioro de la capacidad funcional, que puede ser mortal, figura 1. 

Figura 1. Fotografía de una lesión cutánea, subcutánea y una ilustración de una 
lesión ósea en extremidad inferior provocada por el micetoma. 
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La clasificación de esta enfermedad depende del agente causal: si es de origen 

fúngico se denomina eumicetoma, mientras que si es de origen bacteriano se 

conoce como actinomicetoma. En la actualidad se han identificado más de 70 

bacterias y hongos diferentes como agentes etiológicos. 2 

Los agentes etiológicos del micetoma se encuentran distribuidos a nivel mundial, 

pero son endémicos en las zonas tropicales y subtropicales de la región llamada 

“cinturón del micetoma” que abarca principalmente América Latina y África, 

siendo los países de Sudán y México los que presentan el mayor número de 

casos notificados, figura 2.3 

Figura 2. Número de casos de micetoma en el mundo. 

 

México es el país latinoamericano con mayor número de casos nuevos 

reportados, registrando hasta 72 casos nuevos al año, aunque puede ser un 

número mayor, porque muchos casos no son diagnosticados hasta fases muy 

avanzadas de la enfermedad, figura 3. La mayoría de los casos se presentan en 

zonas rurales, siendo los campesinos los principales afectados. Del total de 

casos, el 75.69% afecta a personas de entre 16 y 50 años, el 60.29% de los casos 

se observaron en extremidades inferiores. De estos casos, el 96.52% de casos 
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de micetoma fue de actinomicetoma y el 65.58% de ellos el agente causal es 

Nocardia brasiliensis.4 

 

Figura 3. Distribución de casos de micetoma reportados en México. 

 

1.2 Actinomicetoma 

El actinomicetoma provocado por N. brasiliensis es una enfermedad infecciosa 

crónica, en la cual está respondiendo el sistema inmune a esta lesión generada. 

Desde el punto de vista histológico, la lesión presenta tres capas bien definidas: 

Una capa interna de células neutrofílicas que rodean el grano, una capa 

intermedia compuesta principalmente por macrófagos y una capa periférica 

constituida por linfocitos y células plasmáticas. A nivel tisular y en los ganglios 

linfáticos regionales se observa un perfil de citocinas donde predominan IL-10 e 

IL-4, lo que sugiere una respuesta inmune de tipo Th2. 5  
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1.3 Nocardia brasiliensis 

N. brasiliensis es un bacilo gram positivo, parcialmente ácido alcohol resistente, 

ramificado y aerobio, figura 4. Es inmóvil, no capsulado y no esporulado. Presenta 

un micelio aéreo característico6. Se encuentra presente en el suelo, materia 

orgánica y en cuerpos acuáticos. Pertenece al orden de los Mycobacteriales, al 

cual también pertenecen otros patógenos intracelulares como Mycobacterium 

tuberculosis.7 

Figura 4. Nocardia brasiliensis en: A) Agar sangre, B) Tinción de Kinyoun y C) 

Tinción de Gram. 

 

Al ser una bacteria saprofita, se encuentra naturalmente en el suelo y el agua, y 

puede ingresar al hospedero a través de lesiones causadas por espinas o astillas, 

afectando principalmente las extremidades inferiores. Una vez dentro del 

organismo, se activa la respuesta inmune innata que, en condiciones normales, 

eliminaría la bacteria. Sin embargo, N. brasiliensis ha desarrollado mecanismos 

para evadir la respuesta inmune a través de distintos factores de virulencia, como 

la producción de catalasa, la superóxido dismutasa y componentes de su pared 

celular, donde destaca el factor cuerda, el cual se compone de ácidos micólicos 
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que impiden la fusión fagosoma-lisosoma y además de un bloqueo de 

acidificación del mismo.8 También se han identificado genes que codifican 

fosfolipasa C, proteasas y proteínas de entrada celular en mamíferos (MCE), las 

cuales facilitan la entrada a las células, además de producir compuestos 

inmunosupresores y citotóxicos9,10. Esta evasión inmunológica favorece la 

formación de la lesión granulomatosa característica, ya que la bacteria logra 

sobrevivir dentro de células fagocíticas como los neutrófilos y los macrófagos en 

el sitio de infección. 

1.4 Respuesta inmune ante infección con N. brasiliensis 

Se ha estudiado la respuesta inmune del huésped ante la infección por N. 

brasiliensis, la cual inicia por la respuesta inmune innata y activación de la 

respuesta inflamatoria para ayudar a destruir el patógeno.8  

De manera general, en la respuesta inflamatoria aguda ocurren cambios 

vasculares, producción de moléculas como TNF, IFN-γ, IL-1, IL-6 e IL-8, y 

cambios celulares como quimiotaxis, fagocitosis y destrucción intracelular del 

patógeno mediante ROS y RNS11. Sin embargo, la presencia de un proceso 

inflamatorio durante semanas, meses o años en el mismo tejido u órgano genera 

alteraciones en su estructura y apariencia, lo que puede llevar a su destrucción y 

a la pérdida de función. La respuesta del huésped también contribuye con una 

intensa inflamación delimitada por fibras de tejido conectivo, formando 

granulomas que contienen fibroblastos, linfocitos, células espumosas, células 

dendríticas y fagocitos. Además, si la infección no se resuelve y el agente causal 

persiste, la respuesta exacerbada del huésped puede mantenerse durante meses 

o incluso años, destruyendo los tejidos y órganos12.  

La inmunidad innata puede limitar el crecimiento bacteriano, pero para lograr la 

eliminación se requiere la participación de la rama adaptativa, principalmente una 

respuesta de Th1, específicamente por una producción de IFN-γ para la 

eliminación correcta de la bacteria 13. Los fagocitos, principalmente los 

macrófagos, al ser estimulados por IFN-γ, ejercen una mejor actividad 
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microbicida y un aumento en la producción de citocinas proinflamatorias 

amplificando la respuesta inmune y creando un proceso de retroalimentación 

positiva. 

Sin embargo, en ocasiones, la respuesta resulta deficiente debido a que los 

macrófagos infectados sin el estímulo del IFN-γ, no logran eliminar la bacteria y 

pueden actuar como células huésped, proporcionando un ambiente favorable 

para la bacteria14. Por otra parte, cuando respuesta adaptativa sucede 

principalmente por células Th2, lleva a un ambiente antiinflamatorio donde 

predominan citocinas como IL-10 e IL-4 15, esto provoca a que no se lleve una 

correcta eliminación del patógeno. 

1.5 Funciones de los macrófagos  

Los monocitos son células hematopoyéticas de la línea mieloide, que circulan en 

la sangre y migran continuamente a los tejidos donde se diferencian a 

macrófagos. Pertenecen al sistema fagocítico mononuclear, miden entre 10 y 15 

µm y poseen núcleos en forma de riñón, así como un citoplasma finamente 

granular que contiene lisosomas, vacuolas fagocíticas y filamentos del 

citoesqueleto lo que permite su principal función de fagocitosis. Los monocitos 

son células heterogéneas, clasificados en diferentes subgrupos distinguibles en 

base a la expresión de distintos marcadores de superficie y en base a sus 

funciones específicas.16 

Después de la activación del monocito en el tejido, estos se diferencian en 

macrófagos, los cuales son células de vida prolongada encargados de la 

homeostasia del tejido y que actúan como primera línea de defensa frente a 

patógenos externos.17 

Los macrófagos desempeñan funciones clave tanto en la inmunidad innata como 

en la adaptativa, participando en la defensa del huésped mediante la ingestión 

de microorganismos a través del proceso de fagocitosis18. Este proceso implica 

la formación de organelos citoplasmáticos rodeados de membrana, llamados 

fagosomas, y su posterior fusión con los lisosomas, los cuales contienen 
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especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, así como enzimas proteolíticas 

cuya función es degradar proteínas microbianas a través del recién formado 

fagolisosoma19. 

Además de fagocitar microorganismos, los macrófagos eliminan células 

necróticas y apoptóticas del huésped como parte del proceso de la limpieza 

posterior a la infección, promoviendo la reparación de tejidos dañados al 

estimular el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos y la síntesis de matriz 

extracelular rica en colágeno, contribuyendo así al mantenimiento de la 

homeostasis19. 

En cuanto a su papel en la respuesta inmune adaptativa, los macrófagos, al 

encontrarse en los tejidos, son de las primeras células en entrar en contacto con 

los microorganismos y actúan como células presentadoras de antígeno, ya que 

procesan y presentan estos antígenos a los linfocitos T, activándolos según el 

tipo de respuesta que se vaya a generar. A su vez, los linfocitos T pueden activar 

a los macrófagos por medio de citocinas, modificando su fenotipo según la 

requerida. De acuerdo con el tipo de función y de la respuesta inmunológica 

promovida, los macrófagos se clasifican en dos fenotipos principales: los 

macrófagos M1 o clásicos, y los macrófagos M2 o alternativos.20 

Los macrófagos M1 se activan en respuesta a citocinas proinflamatorias como 

IFN-γ y TNF, por factores de crecimiento como el factor estimulante de colonias 

de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) e inclusive por productos bacterianos 

como lipopolisacáridos (LPS) de bacterias. Este fenotipo se caracteriza por su 

actividad proinflamatoria y microbicida, presentan mayor expresión de 

marcadores de superficie de reconocimiento de patógenos como TLR-4, y 

moléculas coestimuladoras como CD86 y CD80, produce citocinas como IL-1β, 

IL-6, IL-12, TNF, además de un aumento en la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) y especies reactivas de nitrógeno (RNS)21, para cumplir con el 

objetivo de la eliminación de patógenos. Sin embargo, una activación prolongada 

de la polarización M1 puede llevar a un efecto deletéreo en el tejido. 
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Por otro lado, los macrófagos M2 son activados en presencia de citocinas como 

IL-4, IL-10, TGF-β y factores de crecimiento como el factor estimulante de 

colonias de macrófagos (M-CSF)22–24. En el contexto de infección, una vez que 

se haya eliminado el patógeno, se encarga de la producción de citocinas 

antiinflamatorias como IL-10 y TGF-β para la reparación de tejido y recuperación 

de la homeostasia tisular. Sin embargo, una polarización inapropiada a este 

fenotipo puede inhibir la inflamación y reducir la quimiotaxis, además de disminuir 

la capacidad de presentación de antígenos.25,26 

La polarización de los macrófagos no sólo es inducida por estímulos como las 

citocinas o los patógenos, sino que también puede ser regulada a nivel de 

expresión de genes que dirigen su polarización. Se han identificado factores de 

transcripción como STAT1, IRF7, TRAF1 que inducen un fenotipo M1 mientras 

que factores de transcripción como PPARγ, STAT3, SMAD se han relacionado 

con la inducción de la polarización M227. Estos genes pueden ser modulados por 

distintos estímulos y condiciones que provocan un cambio de expresión. Por otra 

parte, estos genes pueden ver regulada su expresión por cambios epigenéticos 

y/o modificaciones postranscripcionales por ARN no codificante como lo son los 

miRNAs.28 

1.6 miRNAs 

Una gran proporción del genoma humano (76-97%) transcribe RNA que no se 

traduce en proteínas, conocido como RNA no codificante29. Desde su 

descubrimiento, los RNA no codificantes han cobrado relevancia debido a su 

participación en la regulación de genes. Dentro de estos RNA no codificantes, 

destacan los microRNA (miRNAs), las cuales son pequeñas moléculas de un 

tamaño promedio de 22 nucleótidos de longitud, figura 5. 30 

Los miRNAs se les ha atribuido su participación en regulación de múltiples 

procesos, como el ciclo celular, síntesis de proteínas y respuesta inmune31. Sin 

embargo, la presencia de factores externos como en una infección puede 
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producir un cambio en la expresión de los miRNAs en el huésped y logran tener 

un papel importante en la resolución de dicha infección32. 

 

Figura 5. Biogénesis de los miRNAs.  

La mayoría de los miRNAs se transcriben de secuencias de ADN como 

secuencias primarias (pri-miRNAs), las cuales son escindidas por la 

endonucleasa Drosha generando los precursores de miRNAs (pre-miRNAs). 

Estos son transportados al citoplasma por exportinas, donde la endonucleasa 

Dicer los procesa para obtener a los miRNAs maduros en forma de dúplex. El 

miRNA maduro se divide y una hebra se une a la proteína Ago2, formando el 

complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). 

La función clásica de los miRNAs es la regulación postranscripcional mediante 

su unión en la región no traducida 3’ (3’ UTR) de los ARN mensajeros (mRNA), 

donde pueden ocurrir dos casos: ya sea la represión de la traducción de proteínas 

o una completa degradación de los mRNA.33,34 

Otras funciones no convencionales de los miRNAs son la capacidad de unirse a 

la región codificante (CDS) o la región 5’ UTR de mRNA lo que provoca un 

aumento en la traducción del gen. Por otra parte, se ha observado algunos 

miRNAs pueden interactuar directamente con receptores celulares, modulando 
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cambios de expresión de los genes, figura 635. Además, se ha reportado la 

expresión de miRNAs en forma de exosomas, donde son transportados hacia 

otras células y regular la expresión de estas36–41. Debido a su diversidad 

funcional, los miRNAs son reconocidos como reguladores clave de la expresión 

genética, lo que ha motivado su estudio en distintas patologías como cáncer, 

enfermedades metabólicas e infecciones crónicas.42–48 

 

  

Figura 6. Funciones alternativas de los miRNAs.  
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A) Su unión a regiones codificantes o a la región 5’ UTR. B) Actuando como 

mediadores de la comunicación intracelular al ser secretadas en vesículas 

extracelulares y unirse a receptores.  
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CAPÍTULO II 

ANTECEDENTES 

2.1 Participación de los miRNAs en infecciones con micobacterias 

Los miRNAs desempeñan diversas funciones clave durante procesos infecciosos 

crónicos, como ocurre en las infecciones intracelulares49, donde los miRNAs se 

regulan la respuesta inmune del huesped50 afectando la respuesta adaptativa51, 

la inmunomodulación52 y la respuesta innata, específicamente en los macrófagos 

que actúan como células huésped de estos patógenos53. En la tabla 1 se resumen 

algunos de los miRNAs que modulan la respuesta inflamatoria en las infecciones 

con M. tuberculosis. 

Tabla 1 Lista de miRNAs que modulan la respuesta inflamatoria después de la 
infección con M. tuberculosis. 

Nombre 
del 
miRNA 

Células donde 
se estudió 

Nivel de 
expresión  

Modulación de la 
respuesta 
inflamatoria 

Función del 
miRNA 

miR-21 Células 
presentadoras 
de antígenos, 
células 
dendríticas  

Aumentada   Inhibición de IL-12 Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis  
(Wu et al., 2012). 

miR-26 Macrófagos Aumentada Inhibe IFN-γ Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis (Ni 
et al., 2014). 

miR-29 Macrófagos Aumentada Inhibe IFN-γ y TNF-α Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis 56. 

miR-132 Macrófagos Aumentada Inhibe IFN- γ Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis (Ni 
et al., 2014). 
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Se ha estudiado extensivamente el efecto de los miRNAs en la infección de 

macrófagos por micobacterias, encontrando resultados diversos. Por ejemplo, en 

estudios in vitro e in vivo de macrófagos infectados con micobacterias, miR-21 se 

ha asociado a un aumento de la supervivencia de bacterias intracelulares al 

existir un aumento en la apoptosis de células competentes65–69, para el caso de 

miR-26 y miR-132 se ha observado como el aumento de la expresión disminuye 

la capacidad fagocítica de los macrófagos infectados con M. tuberculosis70. 

Respecto a miR-29 se le ha relacionado con una disminución a la respuesta a 

IFN-γ en modelos in vivo cuando son infectados con micobacterias 71, figura 7. 

Sin embargo, hasta el momento se desconoce el papel de los miRNAs en el 

contexto de infecciones por N. brasiliensis, por lo tanto, es necesario comenzar 

miR-155 Macrófagos Aumentada Promueve IFN- γ, 
inhibe IL-6, IL-10 

(Iwai et al., 2015; 
Rothchild et al., 
2016). 

miR-203 Macrófagos Aumentada Inhibe NF-kB, TNF-α, 
IL-6 

Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis 
(Wei et al., 2013). 

miR-99 Macrófagos, 
Células 
dendríticas 

Aumentada Inhibe TNF-α, IL-6, IL-
8 

Promueve 
supervivencia de 
M. tuberculosis 
(Singh et al., 2013). 

miR-149 Macrófagos Disminuida Promueve TNF-α, Il-6, 
IFN-γ 

Inhibe 
supervivencia de 
M. tuberculosis (Xu 
et al., 2014). 

miR-20b Macrófagos  Disminuida Promueve Il-18, IL-1β Inhibe 
supervivencia de 
M. tuberculosis 
(Kumar et al., 
2015). 

miR27a Macrófagos Disminuida Promueve IFN-γ, IL-
1b, IL-6, TNF-α 

Inhibe 
supervivencia de 
M. tuberculosis 
(Lou et al., 2017). 
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con una exploración que nos permita generar conocimiento y entender un poco 

más de la patología del actinomicetoma. 

 

2.2 Infección por Nocardia brasiliensis en macrófagos 

Nuestro grupo de trabajo ha evaluado la respuesta inmunológica contra la 

infección por N. brasiliensis en modelos in vivo e in vitro. En un estudio realizado 

en murinos se evaluó el desarrollo del actinomicetoma, donde ha destacado el 

papel de la producción de óxido nítrico en la formación del granuloma 72. También 

se ha resaltado el papel de los lípidos de la pared celular de N. brasiliensis, los 

cuales tienen efectos en la respuesta inmune disminuyendo la producción de 

óxido nítrico73 y afectando la actividad microbicida de los macrófagos al inducir la 

formación de células espumosas74.  

En otro reporte en modelo murino de infección por N. brasiliensis, se observó un 

cambio en la expresión de genes relacionados con la polarización M1 y M2, 

Figura 7 Genes que regulan los miRNAs en infección con micobacterias.  

miR-21 regula genes de Bcl-2 e IL-12p35 en infección con BCG, mientras que 
miR-29 está asociada a la regulación de genes de respuesta de IFN-γ. miR-132 
y miR-26a regulan cofactores como P300 en infecciones con M. tuberculosis que 
promueve la supervivencia bacteriana. 
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donde en fases agudas esta caracterizado un aumento de expresión de genes 

proinflamatorios, mientras que, en la fase crónica de la infección, a los 30 días 

post infección ocurre un aumento en los genes antiinflamatorios75.  

En otro estudio realizado in vitro se ha descrito que la infección con N. brasiliensis 

induce la formación de células espumosas a partir de macrófagos y células 

dendríticas de ratón74, las cuales se ha reportado que están relacionadas al 

fenotipo M2 y proporcionan un ambiente favorable para micobacterias76. Sin 

embargo, aún no se ha podido determinar con claridad la causa de estos cambios 

de expresión ni los mecanismos que pueden regular estos cambios genéticos en 

el macrófago.  

Por lo tanto, se reconoce que los macrófagos desempeñan un papel importante 

en la infección por N. brasiliensis. Además, existen antecedentes que indican que 

la infección de macrófagos por micobacterias induce la expresión de miRNAs, los 

cuales regulan la respuesta inflamatoria. Esto plantea la duda si en la infección 

por N. brasiliensis existe un cambio en la expresión de estas moléculas y cuál 

podría ser su efecto en la respuesta inflamatoria y en la modulación del sistema 

inmune. 
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CAPÍTULO III 

JUSTIFICACIÓN 

Se ha demostrado que, en infecciones de macrófagos por micobacterias, los 

miRNAs pueden modular la respuesta inmune del huésped mediante la alteración 

de genes inflamatorios.  

Aunque se ha descrito el efecto que tiene Nocardia brasiliensis en la respuesta 

inmune, no se ha investigado la posible participación de los miRNAs como un 

mecanismo de regulación de la respuesta inmune durante la infección. 
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CAPÍTULO IV 

HIPÓTESIS 

La infección de macrófagos in vitro con Nocardia brasiliensis aumenta la 

expresión de miR-21, miR-26 y disminuye la expresion de miR-29. 
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CAPÍTULO V 

OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Analizar la expresión de miRNAs en macrófagos infectados in vitro con N. 

brasiliensis. 

5.2 Objetivos específicos 

1. Determinar la expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c en macrófagos 

infectados in vitro con N. brasiliensis. 

2. Analizar in silico los miRNAs expresados diferencialmente en macrófagos 

infectados con patógenos intracelulares 
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CAPÍTULO VI 

MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Obtención de muestra sanguínea  

A partir de un grupo de sujetos masculinos clínicamente sanos (n=5) que 

aceptaron participar en el estudio, proporcionando su consentimiento verbal y 

cumplieron con los criterios que se aprecian en la tabla 2, se extrajeron 16 mL de 

sangre venosa periférica en tubos con EDTA.  

Se realizó una biometría hemática para confirmar que no presentaran 

alteraciones en el número de células y para continuar con el procedimiento. Las 

células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se separaron por gradiente 

de densidad utilizando el reactivo Ficoll-Paque Plus, el cual tiene una densidad 

de 1.077, lo que permite la separación de éstas. 

Tabla 2 Criterios para el reclutamiento de donadores clínicamente sanos 

 

6.2 Purificación de monocitos con selección negativa 

Los monocitos fueron purificados a partir de las PBMCs mediante selección 

negativa, empleando el kit de separación Pan Monocyte Isolation Kit de Miltenyi 

Biotec (Cat. #130-096-537), siguiendo las instrucciones del proveedor. El 

procedimiento consistió en trabajar con un máximo de 10x106 de células 

Criterios de selección Criterios de exclusión Criterios de 

eliminación 

Sexo masculino entre 20 

y 30 años 

Enfermedad pulmonar 

activa en los últimos 3 

meses 

Leucopenia 

Aparentemente sanos Tratamiento con 

inmunosupresores 

Leucocitosis 
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mononucleares, a las cuales se les añadió 10 µL reactivo bloqueador de FcR y 

10 µL de anticuerpos monoclonales conjugados con biotina, que se unen a todas 

las células excepto a los monocitos. Las células se dejaron incubar por 5 minutos 

en refrigeración.  

Posteriormente, se les añadió 20 µL de perlas magnéticas conjugadas con 

anticuerpos anti-biotina, y se incubaron por 10 minutos en refrigeración. Se ajustó 

el volumen a 500 µL de buffer y se coloca en una columna MS de Miltenyi Biotec 

(Cat. #130-042-201), donde se recolectaron las células sin marcar.  

Se lavó la columna con 500 µL de buffer, y se contaron los monocitos aislados 

utilizando azul de tripano en cámara de Neubauer. Finalmente, los monocitos 

purificados, se cultivaron en medio RPMI 1640 completo suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina, y se incubaron a 

37°C y 5% de CO2 por 3 días para su adhesión y diferenciación en MDMs. 

6.3 Análisis de pureza y viabilidad de los macrófagos 

El análisis de la pureza del aislamiento de monocitos y de macrófagos se realizó 

con el citómetro BD LSRFortessa™ Cell Analyzer. Para el análisis de la población 

de interés, se utilizó un anticuerpo CD-14 conjugado con Alexa Fluor 488 y para 

la viabilidad se usó Calcein Blue conjugado con Pacific Blue.  

6.4 Cepa bacteriana de Nocardia brasiliensis 

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

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

Departamento de Dermatología del Hospital Universitario “José Eleuterio 

González”, a partir de un paciente diagnosticado con actinomicetoma. 

6.5 Preparación del inóculo de Nocardia brasiliensis 

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

ratón con 45 días de infección. Se cultivó en caldo infusión cerebro corazón (BHI) 

a 37 °C durante 3 días, en agitación moderada. Posteriormente, se recuperó y se 

lavó la biomasa con solución salina estéril, sometiéndola a centrifugación 1500 
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rpm durante 10 minutos, repitiendo el proceso hasta eliminar cualquier rastro de 

caldo.  

Enseguida se descartó el sobrenadante cristalino y la biomasa se resuspendió 

en 10 mL de solución salina estéril, transfiriéndola a un homogeneizador de 

tejidos tipo Potter-Elvehjem estéril. Posteriormente, se trituró la biomasa 

bacteriana hasta obtener una suspensión homogénea, la cual se llevó a 

centrifugación a 1500 rpm por 10 minutos, y se recuperó el sobrenadante. 

Al sobrenadante se le determinó la concentración empleando el método de 

McFarland, que consistió en leer la densidad óptica a 600 nm. Se ajusto la 

bacteria a una multiplicidad de infección (MOI) de 10 con medio sin antibiótico 

para la infección de las células. 

6.6 Infección con N. brasiliensis 

Se infectaron 0.2x106 MDMs por 2 horas con N. brasiliensis con una MOI de 10 

en medio RPMI sin antibiótico, y se incubaron por 2 horas a 37°C y 5% de CO2. 

Transcurrido el tiempo de infección, se removió la bacteria extracelular con 

lavados usando PBS. Posteriormente se mantuvieron en medio RPMI con 

antibiótico por 1 día. 

6.7 Confirmación de la infección 

Para la confirmación de la infección, se realizó el cultivo de 0.03x106 monocitos 

en Chamber Slides para su posterior infección de las células tinción con Kinyoun. 

La tinción de Kinyoun se realizó tiñendo por 5 minutos con fucsina fenicada 

(diluida 1:5, después se destiñó con agua de llave y ácido sulfúrico al 1%, 

enseguida se tiñó con azul de metileno por 1 minuto; finalmente se lavó con agua 

de llave. Una vez seca la preparación, se observó al microscopio de luz con 

objetivo de 100x. Se midió el tamaño del citoplasma de las células empleando el 

software Motic Images Plus 3.0, se calculó el diámetro del macrófago y se 

comparó con células no infectadas.  
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6.8 Extracción de RNA  

Para la extracción del material genético se realizó una lisis de las células con el 

reactivo QIAZOL del kit miRNeasy Mini (QIAGEN), que se basa en una extracción 

con tiocianato de guanidina y cloroformo, y centrifugación a través de columnas. 

El RNA total se almacenó a -80 °C hasta su uso. La concentración de RNA fue 

cuantificada mediante espectrometría empleando un NanoDrop 2000 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Las concentraciones de RNA 

obtenido fueron de 40.36 ± 37.76 ng/µL con relación de las absorbancias 

A260/280 en 1.42 ± 0.23 y de A260/230 de 0.37 ± 0.29. 

6.9 Síntesis de cDNA 

Para la síntesis del cDNA se empleó el kit miScript II RT (QIAGEN) usando hasta 

1 µg del templado de RNA. Se preparó el master mix como se presenta en la 

tabla 3:  

Tabla 3 Composición del master mix para la síntesis de cDNA 

Componente Volumen 

Buffer 5x miScript HiFlex 4 µL 

10x miScript Nucleics Mix 2 µL 

Agua libre de Rnasas Suficiente para aforar 

Transcriptasa Inversa miScript Mix* 2 µL 

Templado de RNA Suficiente para 100 ng 

Volumen total 20 µL 

 

Se dejó incubando por 60 min a 37°C y 5 min a 95°C. Se cuantificó el cDNA 

empleando un NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). 

Las concentraciones de cDNA obtenido fueron de 538.45 ± 92.60 ng/μL con 

relación de las absorbancias A260/280 en 2.084 ± 0.04 y de A260/230 de 1.92 ± 

0.24. Se almacenó en congelación a -20°C para su uso en la PCR tiempo real. 
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6.10 Expresión de miRNAs por qPCR 

Para la PCR cuantitativa se empleó 500 ng de cDNA en 2 μL y se emplearon las 

siguientes sondas TaqMan: 

• miR-21-5p VIC (Applied Biosystem, ID: Hs04231424_s1) 

• miR-26b-5p FAM (Applied Biosystem, ID: Hs04231429_s1) 

• miR-29c-3p FAM (Applied Biosystem, ID: Hs04231537_s1) 

Se empleó como gen endógeno RNU48 FAM en sonda TaqMan (Applied 

Biosystems, PN:4440887) y se configuró el termociclador de la siguiente manera: 

1. 50° C por 2 min 

2. 95° C por 10 min 

3. 95° C por 15 seg 

4. 60° C por 1 min 

• Por 49 ciclos 

• Volumen final 20 µL 

La qPCR fue realizada utilizando iQ Supermix (Cat. #170-8862, Bio-Rad, 

Hercules, CA) preparando el master mix como se muestra en la tabla 4: 

Tabla 4 Composición del master mix para la qPCR 

Reactivo Reacción 1X Reacción 30X + 10% 

Sonda  1 µL 33 µL 

IQ Super Mix 10 µL 330 µL 

cDNA  2 µL --- 

RNase free water* 8 µL 264 

Volumen final 20 µL  

La expresión relativa se realizó empleando el método de Livak 2-ΔΔCT 77. 
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6.11 Análisis in silico  

Para el análisis in silico se emplearon bases de datos transcripcionales de 

macrófagos infectados por micobacterias y bases de datos de genes diana de 

miRNAs que sean tanto predictivos como bases de datos ya validados 

experimentalmente. Estos se analizaron usando software como GEO2R, GSEA, 

STRING y Cytoscape para el enriquecimiento funcional de los genes que se 

obtengan mediante el uso de estos programas. 

6.12 Análisis estadístico 

Se determinó la normalidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y 

Kolmogorov-Smirnov.  Posterior a ello, realizó el análisis de ANOVA de una vía 

con la prueba post hoc de Tukey (para aquellos datos paramétricos). Las 

comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de U de Mann-

Whitney (para aquellos datos no paramétricos).  Los cálculos se realizaron 

utilizando GraphPad Prism versión 8.0.1 para Windows. Los valores de p < 0.05 

se consideraron significativos. 
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6.13 Estrategia general 

La estrategia general, figura 8. 

 

Figura 8. Esquema de la estrategia general.  

Se reclutaron donadores de sangre venosa periférica donde por aislamiento 

negativo se aislaron monocitos que se diferenciaron en MDMs por adherencia y 

se infectaron con N. brasiliensis. Se extrajo el RNA con enriquecimiento de 

fracción de miRNAs de los cuales se sintetizó el cDNA y se analizó la expresión 

por qPCR. Además, se realizó un análisis in silico con bases de datos 

transcripcionales y bases de datos de genes diana de miRNAs donde se les 

realizo un enriquecimiento funcional. 
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CAPÍTULO VII 

RESULTADOS 

7.1 Reclutamiento de donadores 

A partir de los resultados de la biometría hemática, se confirmó su estado 

clínicamente sano. El promedio de de leucocitos fue de 6656 ± 1005 células/μL 

y de los monocitos fue de 568 ± 122 células/μL. Según los valores de referencia 

en el país para la población masculina78, se encuentran dentro de los valores 

normales como se observa en la tabla 5. por lo que se continuó la extracción de 

PBMCs, el aislamiento de monocitos y su posterior diferenciación.  

 

Tabla 5. Resultados de la biometría hemática de los donadores. 

  PROMEDIO 
VALORES 

NORMALES 

LEUCOCITOS (células/µL)  6656±1005 4500-10000 

NEUTRÓFILOS (células/µL) 3764±960 1530-7400 

NEUTRÓFILOS (%) 56.11±8.76 34.00-74.00 

LINFOCITOS (células/µL) 2101±537 940-4800 

LINFOCITOS (%) 31.82±7.02 21.00-48.00 

MONOCITOS (células/µL) 568±122 90-800 

MONOCITOS (%) 8.7±2.34 2.00-8.00 

EOSINÓFILOS (células/µL) 193±69 40-400 

EOSINÓFILOS (%) 2.92±1.12 1.00-4.00 

BASÓFILOS (células/µL) 30±14 10-100 

BASÓFILOS (%) 0.45±0.20 0.00-1.00 
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7.2 Diferenciación de monocitos a macrófagos 

Primero se realizó el aislamiento de monocitos a partir de los PBMCs empleando 

columnas magnéticas de selección negativa, donde obtuvimos un rendimiento de 

17%; y se redujo la presencia de detritos celulares, permitiendo la elución de los 

monocitos los cuales se continuo los experimentos, figura 9. 

 

Figura 9. Imágenes representativas de 0.1x106 células en cultivo con medio 

RPMI 1640 completo en placa de 6 pocillos a 37°C 5% CO2.  

A) Células mononucleares sin purificar en cultivo de 2 horas, B) Monocitos 

purificados por selección negativa en cultivo de 2 horas. 

 

A partir de 0.2x106 monocitos aislados, se cultivaron durante 3 días en medio 

RPMI 1640 completo a 37 °C y 5% de CO2 en placa de 6 pocillos para permitir la 

diferenciación a macrófagos derivados de monocitos dejándolos adherir en la 

placa. Transcurrido el tiempo, se observó un aumento del citoplasma de las 

células, además de una mayor adherencia a la placa al tener una morfología más 

estrellada, figura 10. 
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Figura 10. Imágenes representativas de 0.1x106 monocitos cultivados en placa 

de 6 pocilloscon medio RPMI 1640 completo a 37°C 5% CO2.  

A) Monocitos en cultivo de 2 horas , B) Macrófagos derivados de monocitos 

adheridos a la placa en cultivo de 3 días. 

 

Se evaluó la pureza y viabilidad de los MDMs con la finalidad de determinar que 

no hubo muerte celular de estas mismas antes de la infección, lo cual podría 

alterar los resultados de la expresión de miRNAs. Se empleo la estrategia de 

gating de la figura 11. 

 

 

Figura 11. Estrategia de gating del análisis por citometría de flujo.  

De los singlets se seleccionó el clúster de la población de mononucleares donde 

de estos se seleccionó los CD14 positivos como los monocitos/macrófagos y se 

determinó la población de células vivas con el marcador de Calcein Blue. 
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No se encontró ninguna diferencia significativa al comparar el porcentaje de 

células CD14+ ni en el porcentaje de viabilidad entre los monocitos y MDMs, 

ver figura 12. 

 

Figura 12. Porcentaje de células CD14+ y de viabilidad de monocitos y MDMs 

evualuados por citómetro de flujo LSRFortessa.  

Comparación entre los monocitos recién aislados con MDMs despegados de la 

placa posterior a su cultivo en medio RPMI 1640 completo por 3 días a 37°C 5% 

CO2. n=4, Prueba t pareada, p=0.423. MONO: Monocitos; MDMs: Macrófagos 

derivados de monocitos. 

7.3 Preparación de la cepa de N. brasiliensis 

La bacteria se identificó por tinción de Kinyoun; además se le realizó una 

confirmación de cepa por metodología MALDI-TOF. Con la confirmación de la 

cepa realizada, se procedió con la disgregación mecánica de la bacteria para su 

cuantificación y ajuste a un MOI de 10 según la biobliografía.79 

7.4 Infección de MDMs con N. brasiliensis 

Se infectaron los MDMs con N. brasiliensis a una MOI de 10 durante 2 horas, y 

posterior de la infección se realizó la tinción de Kinyoun modificada, para poder 
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identificar las bacterias dentro de las células. Estas se observaron y analizaron 

utilizando un microscopio de luz y el software Motic Images Plus 3.0; con el cual 

se tomaron fotografías y se midió el diámetro de las células. Se compararon 3 

grupos experimentales: células sin infección, células infectadas por 2 horas y 

células infectadas por 20 horas. Observamos diferencia significativa entre las 

células no infectadas y las células infectadas por 2 horas y 20 horas, sin embargo, 

no se observó diferencia significativa (p= 0.183) entre la infección de 2 horas y la 

de 20 horas, por lo que se continuó con la infección de 2 horas, figura 13.  

 

Figura 13. Cambio en el tamaño del citoplasma de los macrófagos sin infección 

contra macrófagos infectados 2 horas y 20 horas.  

Imágenes representativas de MDMs infectados con N. brasiliensis en medio 

RPMI 1640 completo a 37°C 5% CO2 en Chambers Slides e infectadas. A) 
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Células no infectadas, B) Células infectadas por 2 horas, C) Células infectadas 

por 20 horas. D) ANOVA de una vía con post hoc de Tukey, n=3, *** p=<0.001; 

INF: Infección. 

 

También observamos que los MDMs infectados por 2 horas adquirieron 

morfología compatible con células espumosas por una múltiple aparición de 

vesículas, sin embargo, queda pendiente la tinción confirmatoria de rojo oleoso 

para identificar los lípidos dentro de la célula, figura 14. 

 

Figura 14. Imagen representativa de los macrófagos infectados por N. 

brasiliensis durante 2 horas a una MOI de 10.  

Las flechas indican posible presencia de vacuolas lipídicas. 
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7.5 Análisis de la expresión génica de los miRNAs en macrófagos 

infectados 

La expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c se evaluó mediante la técnica de 

qPCR, y se analizó por el método de Livak (2-ΔΔCT)77. También se evaluó la 

estabilidad del gen housekeeping empleando el software RefFinder.80 El gen 

RNU48 fue el más estable en nuestras condiciones, por lo que se decidió utilizarlo 

para nuestros experimentos.  

Se encontró un aumento de la expresión relativa, de miR-21, miR-26b y miR-29c, 

estadísticamente significativo en macrófagos infectados respecto a los 

macrófagos sin infección, figura 15. 

 

Figura 15. Análisis de la expresión relativa de miRNAs en macrófagos infectados 

con N. brasiliensis por 2 horas a un MOI de 10.   

Se realizó una comparación entre ambos grupos. A) miR-21 B) miR-26b y C) 

miR-29c. U de Mann-Whitney, n=5, *p=<0.05, **p=<0.01, ***p=<0.001. 

7.6 Análisis in silico de bases de datos de genes diana de miRNAs 

Para el análisis se seleccionaron 6 bases de datos de genes diana de miRNAs, 

los cuales se dividieron en 2 categorías: Bases de datos de genes predictivos 
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(TargetScan, ENCORI, MicroT y miRDB) y bases de datos de genes validados 

(TarBase y miRWalk).  

Para las bases de datos de genes predictivos se seleccionaron los que tuvieran 

un punto de corte elevado, dependiendo del score asignado en cada base de 

datos. De esta manera se obtuvieron 64 genes para miR-21, 90 para miR-26b y 

113 para miR-29c. De estos, se seleccionaron los que fueran compartidos entre 

varias bases de datos, con el fin de tener mayor certeza de que los genes si 

estuvieran siendo regulados por los miRNAs. Por último, se introdujeron en el 

software STRING para realizar un análisis de enriquecimiento funcional y 

observar posibles vías afectadas por la regulación de estos genes. 

Para miR-21 se vieron enriquecidas vías como la vía de las MAP cinasas, la 

cascada ERK1/ERK2 y vías de regulación de la traducción de señales, figura 16. 

 

Figura 16. Análisis de enriquecimiento funcional de genes regulados predichos 

por miR-21, empleando el software STRING.  

FDR: False Discovery Rate. 
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Por otra parte, las vías que se vieron enriquecidas por los genes regulados por 

miR-26b incluyeron procesos de modificación de proteínas, regulación del 

metabolismo de nitrógeno y regulación del proceso metabólico celular, figura 17. 

 

Figura 17. Análisis de enriquecimiento funcional de genes regulados predichos 

por miR-26b, empleando el software STRING. 

FDR: False Discovery Rate. 

 

En cuanto a los genes regulados por miR-29c, se encontraron enriquecidas vías 

relacionadas a la organización de la matriz extracelular, la respuesta a 

aminoácidos y la organización de las estructuras de colágeno, figura 18.  
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Figura 18. Análisis de enriquecimiento funcional de genes regulados predichos 

por miR-29c, empleando el software STRING.  

FDR: False Discovery Rate. 

 

Para poder complementar estos resultados, se analizó el enriquecimiento 

funcional de vías de genes diana validados experimentalmente por los tres 

miRNAs. Entre las vías enriquecidas destacan vías del metabolismo de ácidos 

grasos, la vía de señalización de TGF-β, la vía de señalización de p53 y la vía de 

señalización de FoxO, entre otras, figura 19.  
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Figura 19 Análisis de enriquecimiento funcional de genes regulados validados 

experimentalmente por miR-21, miR-26b y miR-29c. 

Software miRPath v.3 

 

7.7 Análisis in silico de bases de datos transcripcionales de macrófagos 

infectados con micobacterias 

Para el análisis de bases de datos transcripcionales, se empleó la base de datos 

reportada en el artículo publicado por Lavalett y colaboradores81. Esta base está 

compuesta por un análisis de genes por microarreglo, donde se evaluaron 

macrófagos humanos infectados con Mycobacterium tuberculosis (4 controles sin 

infección y 10 pacientes con tuberculosis activa). De los datos obtenidos se 

seleccionaron los genes diferencialmente expresados entre los dos grupos; 

debido a la gran cantidad de genes, se eligieron los 50 más sobreexpresados y 

los 50 más subexpresados. Posteriormente, se realizó un análisis de 

enriquecimiento funcional para identificar las vías más alteradas, así como una 
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comparación con 18 vías relacionadas con la respuesta inmune, con el fin de 

determinar cuáles de estas vías se encontraban más afectadas (Tabla 6). 

Finalmente, se llevó a cabo una comparación entre los genes diana de los 

miRNAs y los genes diferencialmente expresados en estas vías de respuesta 

inmune, para identificar cuáles genes pudieran estar involucrados en la infección. 

Para miR-21, se observaron genes como CCL20, IL12A, STAT3, FASLG, entre 

otros. Para miR-26b, se identificaron genes como PRKCD, PTEN y ACSL3. En 

cuanto a miR-29c, se obtuvieron genes como TNFRSF1A, SH3GLB1 y TRAF4. 

 

Tabla 6. Vías de señalización relacionadas con la respuesta inmune con cambios 
en el enriquecimiento funcional por infección con M. tuberculosis. 

  

Vía de señalización Cambio en la expresión
Defensa contra bacterias Aumento
Activación del macrófago Sin cambios
Señalización de IFN-γ Aumento
Respuesta a IFN-γ Aumento
Fagocitosis Disminución
Maduración del fagosoma Disminución
Producción de NO Sin cambios
Metabolismo de ROS Disminución
Autofagia Disminución
Apoptosis Sin cambios
Señalización de TNF Aumento
Señalización de IL-4 Disminución
Señalización de Il-6 Aumento
Señalización de IL-10 Aumento
Inflamosoma Aumento
Metabolismo de ácidos grasos Disminución
Glucolisis Disminución
Formación del lisosoma Sin cambios
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CAPÍTULO VIII 

DISCUSIÓN 

El actinomicetoma es una infección crónica granulomatosa causada 

principalmente por N. brasiliensis, una bacteria intracelular facultativa. Los 

mecanismos celulares y moleculares implicados en el actinomicetoma siguen 

siendo en gran parte desconocidos. Se han realizado estudios in vivo e in vitro 

para evaluar la respuesta inmune celular79,82 y humoral83 adaptativa frente a este 

patógeno. Sin embargo, la respuesta inmune innata no ha sido descrita en 

detalle. La interacción con el huésped es una relación compleja y puede verse 

afectada por diversos factores externos. Dentro de esta interacción, 

probablemente participan los miRNAs; no obstante, hasta la fecha, no se ha 

reportado su expresión durante la infección por N. brasiliensis, por lo que en este 

trabajo se buscó explorar esta incógnita. 

Se ha descrito que la infección por micobacterias en macrófagos humanos y 

murinos altera la expresión de los miRNAs en el huésped, lo que desempeña un 

papel importante en el desarrollo de la infección. Nocardia y Mycobacterium 

pertenecen al orden Mycobacteriales, y se ha sugerido que comparten 

mecanismos en la formación de granulomas, probablemente debido a su 

cercanía filogenética, su naturaleza intracelular y a la similitud en componentes 

de la pared celular84. Esta pared está compuesta por ácido meso-diaminopimélico 

y peptidoglicano unido a una cadena de D-galactano. Dicha cadena está 

ramificada con residuos de D-arabinofuranosil, empacados en ácidos micólicos, 

lo que aumenta el grosor de la pared celular. Estos ácidos micólicos contribuyen 

a la respuesta inflamatoria, destacando principalmente el dimicolato de trehalosa 

(TDM o factor cuerda), un importante factor de virulencia en M. tuberculosis, que 

fomenta la formación del granuloma85. En conjunto, estos factores de virulencia 

modifican la respuesta inmune del huésped, así como la expresión génica celular.  
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Nuestro objetivo fue evaluar si la infección de macrófagos por N. brasiliensis 

alteraba la expresión de miRNAs implicados en la regulación de la respuesta 

inflamatoria. Lo primero que realizamos fue la separación de PBMCs y 

purificación de monocitos de un grupo de donadores aparentemente sanos de 

sexo masculino, esto como primer abordaje y evitar sesgo por sexo; ya que 

existen diferencias en la respuesta de las células inmunes 86 y en la expresión de 

miRNAs ocasionadas por los cambios hormonales87.  

A los monocitos aislados se les evaluó la pureza y la viabilidad por citometría de 

flujo; donde se obtuvieron valores de pureza de 87% utilizando el marcador 

CD14, el cual es un marcador específico de monocitos clásicos 88. Sin embargo, 

no se tomó en consideración la población de monocitos no clásicos, que podrían 

corresponder al resto de la población aislada; para identificar dichas 

subpoblaciones sería necesario marcar con CD16 a las células89. Respecto a la 

viabilidad, se utilizó Calcein Blue, un analito que se utiliza para medir la vitalidad 

metabólica de la célula y se obtuvieron valores de 97%, figura 12, lo cual es un 

valor aceptable según la literatura90. 

A las células purificadas se diferenciaron a MDMs por el método de adherencia 

91, se les evaluó la pureza con la determinación de la expresión de CD14+ y no 

encontramos diferencias significativas respecto a los monocitos, figura 13, lo cual 

era esperable y coincide con lo reportado en la literatura donde se comparó la 

expresión de CD14 de macrófagos diferenciados por adherencia mantienen 

niveles de expresión similares en comparación con los monocitos92.  

Sin embargo, otros reportes han observado una reducción de la expresión de 

CD14 cuando los monocitos son diferenciados con citocinas como GM-CSF, lo 

cual no fue el caso en nuestros experimentos93. También es importante destacar 

que se deben agregar otros marcadores como CD68 y CD206, para asegurar la 

diferenciación a macrófagos. 

Además, se observaron cambios morfológicos en las células adherentes, lo cual 

coincide con reportes previos, donde las células modifican su morfología al 

adherirse a la placa, observando un aumento en el tamaño del citoplasma94, un 
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aumento en granularidad al aumentar la cantidad de organelos 95 y tomando una 

forma irregular por su adherencia en la placa 96. 

En cuanto a estudios que exploren la respuesta de los macrófagos humanos a 

infección con Nocardia, son muy escasos. En el trabajo de Liu y colaboradores 

se observó que, al infectar macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7, 

se incrementaban el número de vesículas, la presencia de bacterias 

intracelulares y el tamaño del citoplasma a largo del tiempo, visualizado mediante 

microscopía electrónica14. Estos cambios morfológicos también se han descrito 

en macrófagos infectados con micobacterias, donde se puede observar 

formación de vesículas97 y el incremento del citoplasma98. 

En nuestro trabajo infectamos MDMs humanos con N. brasiliensis a una MOI de 

10 por 2 y 20 horas y se corroboramos la infección de los MDMs mediante 

parámetros morfológicos, como el aumento del tamaño del citoplasma, la 

aparición de vesículas y la presencia de bacterias intracelulares, figura 13. No se 

observaron diferencias significativas en el tamaño de las células entre ambos 

tiempos, lo cual podría deberse a que los macrófagos fagocitan en un periodo 

que puede ir de minutos a horas99. Tampoco se observó una diferencia apreciable 

en la aparición de vesículas ni en la presencia de bacterias intracelulares, aunque 

no se realizó una medición más fina por limitaciones del equipo de microscopio 

de luz. 

Observamos que los MDMs infectados con N. brasiliensis adquirieron una 

morfología parecida a células espumosas, figura 14, como lo reportan Meester y 

colaboradores, quienes infectaron macrófagos derivados de medula ósea de 

ratón con N. brasiliensis. En dicho contexto, la formación de células espumosas 

favorece un aumento en la supervivencia de la bacteria 100, además de promover 

factores de transcripción como PPARγ, el cual presenta una actividad 

antiinflamatoria importante101. 

Los miRNAs desempeñan funciones fisiológicas reguladoras en procesos como 

la proliferación, la diferenciación celular y la respuesta inmune. Sin embargo, se 

ha reportado que, en infecciones con micobacterias, en macrófagos y 
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monocitos102, la expresión de los miRNAs se ve afectada, lo cual desempeña un 

papel importante en la resolución de dicha infección103.  

Este es el primer estudio en el que se evalúa la expresión de los miRNAs: miR-

21, miR-26b y miR-29c en macrófagos infectados con N. brasiliensis y se 

encontró un aumento en su expresión en comparación con las células no 

infectadas, figura 15. 

MiR-21 se encuentra altamente expresado en células mieloides y ha surgido 

como un miRNA con funciones antiinflamatorias104. En este trabajo lo evaluamos 

y encontramos un aumento de la expresión de miR-21 en MDMs humanos 

infectados in vitro con N. brasiliensis, donde nuestros resultados coinciden con lo 

reportado por Wu y colaboradores donde observaron que miR-21 se induce tras 

la infección con Bacillus Calmette-Guérin (BCG) mediante la activación de NF-

κB. También ellos reportan que la expresión de miR-21, disminuía la producción 

de IL-12, IL-6 y TNF al unirse al gen Il12p35, lo que deterioró las respuestas de 

las células T tanto en ensayos in vitro como in vivo66. Además, miR-21 también 

promovió la apoptosis de las células dendríticas (DC) al dirigirse al gen Bcl2. Por 

consiguiente, miR-21 podría desempeñar un papel relevante en la modulación de 

la respuesta Th1 frente a micobacterias y podría estar relacionado a la respuesta 

adaptativa en la infección con N. brasiliensis. 

En sentido opuesto a estos reportes, Xue y colaboradores revelan que la 

infección en la línea celular RAW264.7 por BCG, se relacionó con una regulación 

positiva de la vía de señalización TLR4/MyD88 aumentando la producción de 

citocinas proinflamatorias como TNF e IL-6 y además de un incremento en la 

apoptosis105. En otro estudio, se reportó el aumento de la expresión de miR-21 

en infección con M. leprae en monocitos humanos se observó una disminución 

de IL-1β e IL-6, y un aumento de IL-10, acompañado de un aumento en la 

supervivencia de M. tuberculosis debido a la regulación de los genes CYP27B1 

y IL1B relacionados a la formación del heterodímero TLR2/165. Estos cambios en 

la producción de citocinas están relacionados al proceso de infección de N. 

brasiliensis donde en el actinomicetoma se encuentra rodeado de células de 
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respuesta a citocinas como IL-4, IL-10, IL-6, IFN-γ y TGF-β dependiendo al 

estadio de la enfermedad13. 

Por otra parte, se ha descrito que el aumento del metabolismo glucolítico es clave 

para la defensa del huésped contra infecciones con M. tuberculosis106. En el 

trabajo de Hackett y colaboradores, reveló que en una infección por M. 

tuberculosis en MDMs humanos se indujo el aumento de la expresión de miR-21, 

lo que reprimió la glucolisis al regular la expresión de la isoforma muscular de la 

fosfofructocinasa (PFK-m), disminuyendo la producción de IL-1β y favoreciendo 

el crecimiento bacteriano67.  

Por lo tanto, sugerimos que el papel de miR-21 en el contexto de la infección por 

N. brasiliensis probablemente esté relacionado con la regulación del proceso 

inflamatorio y con la inhibición de la respuesta Th1, necesaria para eliminar a 

este patógeno intracelular. Además, N. brasiliensis pudiera reprimir la glucolisis 

mediante la inducción de miR-21, sin embargo, aún queda por evaluar la 

producción de citocinas proinflamatorias, la actividad glucolítica y la interacción 

con la respuesta inmune. 

Otro de los miRNAs que evaluamos durante la infección de MDMs por N. 

brasiliensis fue el miR-26b, el cual presento un aumento de la expresión respecto 

a las células no infectadas, figura 15b, lo cual contradicen lo reportado por Li y 

colaboradores, donde observaron que en células THP-1 infectadas con M. 

tuberculosis existe una disminución de la expresión de miR-26b107. Además, 

demostraron que miR-26b actúa como un regulador negativo de la vía de NF-κB 

al regular el gen TAK1 108 lo que resulta en la inhibición de la respuesta inmune 

al disminuir los niveles de citocinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-1β, IL-6 y 

TNF. Esta discrepancia en los resultados puede deberse al tipo celular empleado, 

la cepa bacteriana, los tiempos de infección, entre otros. 

De acuerdo con esto, nosotros sugerimos que el papel de miR-26b en el contexto 

de una infección por N. brasiliensis podría actuar en conjunto con miR-21 en la 

regulación de la respuesta inmune, inhibiendo la actividad proinflamatoria al 

afectar la producción de citocinas clave en la respuesta contra N. brasiliensis. 
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En cuanto a la expresión de miR-29c, también se encontró elevada su expresión 

figura 15c, contrario a lo esperado en nuestra hipótesis, pero es similar a lo que 

se tiene reportado un aumento de la expresión de miR-29c en sueros de 

pacientes con tuberculosis 109,110 y en pacientes con lepra111 esto relacionado a 

su uso como biomarcador de la enfermedad.  Sin embargo, también existe 

discrepancia, pues en otro estudio no obtuvo diferencia significativa en la 

expresión de miR-29c en sueros de pacientes con Tb pulmonar activa a 

comparación de los sujetos sanos, sin embargo, este mismo estudio presentó 

que existe una diferencia entre la expresión de distintas poblaciones de 

continentes diferentes112. Por otra parte, en otro estudio se analizó la expresión 

de la familia de miR-29 en células de ratones infectados con BCG, observando 

una disminución de la expresión relacionada con una mayor producción de IFN-

γ 71. 

Estos tipos de discrepancia se deben debido a que la expresión de miRNAs por 

distintos factores, desde factores experimentales como el tipo de muestra, el tipo 

de células y el patógeno empleado, a la variación epigenética que altere la 

biogénesis de los miRNA y esto ya afectar a nivel de expresión basal del miRNA 

113. 

Por lo tanto, el papel de miR-29c en el contexto de la infección por N. brasiliensis 

podría estar relacionado con su presencia en el torrente sanguíneo y su potencial 

uso como biomarcador. No obstante, sería necesario desarrollar un panel 

específico para la detección de la infección, especialmente en etapas tempranas 

de la enfermedad. 

Una vez que evaluamos la expresión de los miRNAs in vitro, proseguimos a 

realizar un análisis in silico de los genes regulados por los miRNAs 

diferencialmente expresados y los relacionamos con el proceso de infección con 

micobacterias y con N. brasiliensis. 

En cuanto el posible efecto de la expresión de los miRNAs en los genes regulados 

durante un proceso de infección se puede observar un efecto en distintos 

aspectos. En el caso de la posible participación de miR-21 en la regulación de 
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genes predictivos, encontramos 64 genes según las bases de datos utilizadas, 

figura 16. Destacan genes como STAT3, TIMP3, PDCD4, entre otros. La 

regulación de estos genes puede estar relacionados con la vía de señalización 

MAPK, la cual está relacionada en procesos como producción de citocinas, 

polarización y apoptosis celular. En el trabajo de Lu y colaboradores observaron 

el efecto de M. tuberculosis Rv1096 promoviendo la supervivencia bacteriana e 

inhibiendo la respuesta inflamatoria en macrófagos infectados114. La inhibición de 

la respuesta inflamatoria inducida por micobacterias en los macrófagos se debió, 

al menos en parte, al bloqueo de la activación de las vías de señalización NF-κB 

y MAPK, debido a alteraciones en genes de TLR y NOD, los cuales se han visto 

afectados por la expresión de miR-21. 

Otra vía posiblemente afectada sea la de la cascada de ERK1/ERK2, donde Li y 

colaboradores demostraron que la proteína Mce3E de M. tuberculosis inhibe la 

activación de la vía de señalización ERK1/2, lo que conduce a disminución de la 

producción de TNF e IL-6, promoviendo la supervivencia bacteriana dentro del 

macrófago115. El gen de esta proteína se encuentra también en el genoma de N. 

brasiliensis, sin embargo, no está reportada su expresión o posible participación 

tanto en la virulencia de la bacteria, como en el efecto de la respuesta inmune. 

Por lo anterior podemos sugerir que durante la infección por N. brasiliensis, miR-

21 regula procesos que impiden la activación correcta de los macrófagos, 

disminuyendo su respuesta inmune y favoreciendo la supervivencia bacteriana. 

Para el caso de miR-26b, figura 17, las vías que estén posiblemente afectadas 

por la regulación de los genes predichos serían vías de modificación de proteínas, 

de metabolismo de nitrógeno y del proceso metabólico celular, las cuales son 

vías muy generales que aplican a muchos tipos celulares y que son esenciales 

en el desarrollo y activación de los macrófagos116–118. 

Por otra parte, los posibles genes regulados por miR-29c, figura 18, se 

observaron con una alta participación en procesos de remodelación de la matriz 

extracelular, lo cual tiene mucha relación con la formación del micetoma, pues ya 
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se ha reportado la participación de metaloproteinasa de matriz 9 en la lesión119. 

Faltaría comprobar la expresión de miR-29c en tejido infectado de micetoma. 

Para complementar estos resultados se hizo el análisis de los genes que 

estuvieran validados experimentalmente, observando una fuerte regulación en el 

metabolismo y biosíntesis de ácidos grasos, figura 19, lo que puede estar 

relacionado a la formación de células espumosas que se ha observado en 

infecciones con M. tuberculosis 120 y con N. brasiliensis 74. También se observó 

un enriquecimiento en la vía de señalización de TGF-β, el cual tiene una 

participación en la supervivencia intracelular en infección con M. tuberculosis en 

monocitos121. Otra de las vías que se vio enriquecida fue la de FoxO que se ha 

reportado su participación en la polarización y la producción de IL-10 en un 

proceso de infección con micobacterias122 . Esta vía también está muy 

relacionada con la vía de PI3K y también se vio enriquecida, afectando en la 

activación del macrófago y la polarización en homeostasia123 y en infección con 

M. tuberculosis 124. Otra de las vías enriquecidas es la vía de p53 la cual aparte 

de su relación con la apoptosis125, se relaciona con la supervivencia intracelular 

de las micobacterias en macrófagos126  

Por último, para ver cómo se vieron alteradas vías de la respuesta inmune, se 

seleccionaron 18 vías que estuvieran relacionadas en una infección intracelular. 

Se realizo la comparación con los genes que están diferencialmente expresados 

en un proceso de infección con M. tuberculosis y se analizaron cuáles fueron las 

vías enriquecidas. De estas las que vieron genes sobreexpresados fueron de 

señalización a múltiples citocinas como TNF, IFN-γ, IL-6 e IL-10, relacionadas a 

una defensa adecuada. En el caso contrario de las vías subexpresadas se 

observaron algunas como procesos de glucolisis, metabolismo de ácidos grasos, 

maduración del fagosoma y fagocitosis, esto debido al efecto que tiene M. 

tuberculosis en la inhibición de la fagocitosis. 

También se buscó las coincidencias entre genes regulados por cada miRNA que 

compartiera con genes de cada vía. De estos se obtuvieron 12 genes regulados 

por miR-21, 15 genes regulados por miR-26b y 17 genes regulados por miR-29c. 
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De los genes regulados por miR-21 cabe señalar el efecto de algunos en 

específico como CCL1 y CCL20 (que también fueron genes sobreexpresados en 

infección con M. tuberculosis) las cuales son quimiocinas asociadas a la 

respuesta Th2 y Th17 respectivamente, y de las cuales se ha reportada una 

importante participación en infección con M. tuberculosis127 y en N. brasiliensis128, 

y ambos tienen relación con STAT3, que es otro gen regulado por miR-21. Otro 

gen regulado por miR-21 y de importancia en la infección con M. tuberculosis es 

FASLG el cual está relacionado con la apoptosis. 

En cuanto a genes de relevancia regulados por miR-26b son PTEN y PRKCD, 

los cuales son genes muy relevantes en la regulación tanto positiva como 

negativa de la apoptosis, con una alta participación en la infección de M. 

tuberculosis como inhibidores del crecimiento bacteriano. 

Y sobre los genes de relevancia regulados por miR-29c se encuentran TRAF4 y 

TNFRSF1A que participan en la vía de señalización de TNF y la vía de 

señalización de NF-κB, los cuales se ven afectadas en infecciones, sobre todo 

en infecciones intracelulares como con M. tuberculosis69. 
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CAPÍTULO IX 

CONCLUSIÓN 

La expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c esta aumentado en macrófagos 

infectados con N. brasiliensis, los cuales pueden tener un efecto sobre la 

regulación de la respuesta inflamatoria, metabólica y en el control de la infección. 
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CAPÍTULO X 

PERSPECTIVAS 

• Realizar infección de macrófagos con otra bacteria intracelular y medir la 

expresión de miR-21, miR-26b y miR-29c a diferentes tiempos. 

• Realizar tinción de rojo oleoso de los macrófagos infectados con N. 

brasiliensis. 

• Análisis de la expresión de genes regulados por cada miRNA como CCL1, 

CCL20, STAT3, IL12A, PTEN, TRAF4. 

• Validar los efectos de los cambios de expresión de los miRNA y 

relacionarlos con cambios de expresión de genes relacionados con la 

respuesta inmune. 

• Correlacionar la expresión de los miRNAs con las funciones microbicidas 

de los macrófagos infectados con N. brasiliensis. 
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CAPÍTULO XI 

LIMITANTES 

• La expresión de los miRNAs se evaluó en un único punto temporal, lo cual 

limita el análisis de su dinámica durante el curso de la infección. 

• El análisis se limitó a solo tres miRNAs, por lo que es posible la 

participación de otros miRNAs en la respuesta inmune contra N. 

brasiliensis. 

• La literatura es heterogénea y los datos deben ser comparados con cierta 

consideración al no ser un modelo igual. 

• El tamaño de la muestra fue reducido al ser un estudio exploratorio sobre 

la regulación de la respuesta inmune en la infección por N. brasiliensis. 
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