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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1      El actinomicetoma por Nocardia brasiliensis 

1.1.1 Nocardia brasiliensis     

1.1.1.1 De saprófito a patógeno facultativo 

Nocardia brasiliensis (Nb) es un saprófito que juega un papel importante en 

la degradación y reciclaje de material orgánico en el suelo1. El bacilo se encuentra 

distribuido geográficamente entre los trópicos de Capricornio y Cáncer, entre las 

latitudes 15o sur y 30o norte en áreas caracterizadas con un clima biestacional con 

un periodo de lluvia de mayo a octubre y un periodo de sequía de noviembre a 

abril2. Nb es un patógeno facultativo, que entra al cuerpo humano por inoculación 

accidental. La infección induce una inflamación que puede resolver la infección o 

causar un actinomicetoma caracterizado por una inflamación crónica de la piel y 

tejidos subyacentes3. 

1.1.1.2 Taxonomía e identificación 

Previo a las pruebas bioquímicas, Nb fue clasificada como un hongo por 

sus hifas aéreas. Sin embargo, la ausencia de quitina y la presencia de una pared 
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celular con peptidoglicano y lípidos la clasifican indudablemente dentro del reino 

de las bacterias4. Nb pertenece a la clase de las actinobacterias, las cuales se 

caracterizan por un alto contenido de los nucleótidos G y C (60-70%) y una 

inserción de aproximadamente 100 nucleótidos entre las hélices 54 y 55 de la 

unidad 23S ribosomal5, 6. 

 

La filogenia de Nb es la siguiente: 

Dominio: eubacteria 

Reino: bacterias 

  Filo: bacteria 

   Clase: actinobacteriae;   Subclase: actinobacteridae 

    Orden: actinomicetales:  Suborden: corinebacterineae 

     Familia: Nocardiaceae 

      Género: Nocardia    Especie: brasiliensis 

 

Los géneros de Corinebacteria, Micobacteria, Nocardia y Rodococus 

forman un grupo supergenérico, el grupo CMN, por compartir 13 proteínas de 

asignatura7 y una pared celular particular tipo IV8. La pared celular se caracteriza 

por ácidos grasos típicos, ramificados, hidroxilizados y con ciclopropano en su cola 

apolar, conocidos como micolatos. Existe una variabilidad considerable con 

respeto a la longitud de las ácidos micólicos entre los diferentes taxones: 

eumicolatos largos en micobacteria (C60-90), nocardomicolatos intermedios (C44-60) 
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y corinomicolatos cortos (C22-38). Los micolatos de Nocardia difieren en tamaño y 

saturación según la fase de crecimiento9. Los ácidos micólicos son esterificados a 

grupos arabinosa del polisacárido arabinogalactano, que a su vez está unido al 

peptidoglicano por una unión fosfodiéster entre un grupo arabinosa y un amino 

ácido del peptidoglicano quimiotipo IV, formando así un complejo peptidoglicano-

arabinogalactano-micolato similar a lo encontrado en micobacterias10. La pared 

celular de Nocardia, similar a la de las micobacterias, contiene lipoarabinomanana 

(LAM), pero es único en contener meso-diaminopimelato1.  

Las características morfológicas y bioquímicas para identificar Nb son su 

crecimiento en forma de hifas que pueden fragmentarse en bastones de 0.5-1.2 

ȝm, sus colonias onduladas y amarillentas en cultivo de agar infusión 

cerebro/corazón que crecen en 1 semana, mientras que en cultivo líquido llega a 

formar un bio-película flotante y suele estar en fase estacionaria en 3 días, 

teniendo un ciclo de multiplicación de 6 horas. El bacilo es aerobio obligatorio, 

Gram positivo y ácido resistente (en la tinción de Ziehl-Neelsen o en la adaptación 

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

Al perder estos lípidos también se pierde la tinción11. Las especies del género 

Nocardia son identificadas a través de pruebas microbiológicas, bioquímicas 

(como la capacidad de degradar caseína, tirosina, xantina o hipoxantina)12, y la 

susceptibilidad a antibióticos13. Nb tiene actividad caseinolítica1, debido a una 

proteasa de peso molecular (PM) de 39-42 kDa, presente tanto en el extracto 

celular de N. brasiliensis (ATCC 700358) como en el filtrado de cultivo4.   



 

 

4 

 

1.1.1.3 Factores de virulencia 

Los componentes de la pared celular que Nocardia comparte con 

micobacterias patógenas y proteínas secretadas forman los principales factores de 

virulencia14 (Tabla 1). 

Tabla 1.  Factores de virulencia del grupo Corinebacteria, Micobacteria y 

Nocardia. 
Componente 

bacteriano/ 

parte defensa afectada 

Micolatos LAM Enzimas Exosomas Proteínas de 

secreción vía 

ESX 

Referencia 

Detención de 
maduración del 
fagosoma 

 

+ 

 

+ 

  

+ 

  
15, 16, 17, 
18, 19 

Inactivación de radicales 
bactericidas 

  

+ 

 

+ 

 

+ 

  
19, 20, 21 

Inmunosupresión o 
inmunomodulador 

 

+ 

 

+ 

  

+ 

  
15, 22, 23, 24, 

25 
gFormación de poros en 
la membrana celular 

     

+ 

 
26, 27, 28 

Formación de un 
granuloma 

 

+ 

 

+ 

    
29, 30, 31, 32 

Nb es un patógeno intracelular que es internalizado a la célula vía 

fagocitosis donde es contenido en un fagosoma. Nb podría contener componentes 

inhibitorios de la fusión del endofagosoma con el lisosoma, similar a 

Mycobacterium tuberculosis33. Los micolatos, especialmente el trehalosa-

dimicolato (TDM) como el LAM de la pared celular, han sido asociados con la 

inhibición de la maduración del fagosoma16-18. La bacteria se establece en un 
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endosoma atrapado en su fase temprana de acidez moderada, aprovechando el 

receptor/transportador de transferrina en el endosoma para que lo provea del 

hierro necesario para su supervivencia18. 

Glucolípidos complejos de la pared celular, como LAM, y las enzimas 

superóxido dismutasa y catalasa (p61) eliminan los radicales de oxígeno y 

nitrógeno producidos por las células fagocíticas,4, 10, 20, 21 protegiendo a las 

bacterias contra este sistema de defensa del hospedero. 

Adicionalmente, el LAM tiene efectos inmunosupresores al inducir la 

producción de interleucina (IL) 10 vía el receptor DC-SIGN22 e inhibir la activación 

de macrófagos mediado por interferón gamma (IFN-Ȗ)15. La señalización del IFN-Ȗ 

es igualmente suprimido por bacterias viables o muertas. Los sulfolípidos han sido 

reportados como inmunomoduladores24. 

Los lípidos liberados vía exosomas pueden afectar la respuesta inmune del 

hospedero de varias maneras como a) insertarse en la membrana celular, b) 

entrecruzar las dos capas disminuyendo su fluidez y por ende la movilidad, y c) 

interferir con las funciones normales de la membrana celular como el control de 

permeabilidad, el transporte controlado de moléculas y la señalización19. 

Estudios in vitro demuestran que Nb es capaz de multiplicarse dentro de la 

célula hospedera formando hifas que traspasan la membrana celular34. Nb debe 

de disponer de un sistema que permita que sus hifas crucen la membrana celular 

sin lisar la célula hospedera. En el caso de las micobacterias se ha descrito que la 
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proteína ESAT-6 y su sistema de secreción ESX1 forman poros en membranas 

facilitando el escape de patógenos26,27,28. 

La formación del granuloma, antes considerada el mecanismo del 

hospedero para contener y limitar la infección, se contempla recientemente como 

una estrategia del bacilo para rápidamente establecerse en el hospedero en la 

fase temprana de inmunidad innata de la infección32. El TDM cis-ciclopropanado 

sólo induce la formación del granuloma30 y tiene un amplio espectro de efectos 

inmunomoduladores al inducir un gran número de quimiocinas (CCL-2, CCL-3, 

interleucina (IL-8)) y citocinas (factor de necrosis tumoral alfa (TNF-Į), IL-12, IFN-

Ȗ, IL-4, IL-6, IL-10)29, 31,  que en conjunto tienen a la vez efectos inflamatorios e 

inmunosupresores, lo cual parece contradictorio pero bien el bacilo aplica ambos 

para su supervivencia. 

 

1.1.2 Actinomicetoma 

El veterinario Edmond Nocard fue el primero en describir una linfadenitis 

purulenta bovina y aislar el patógeno en 1888. Un año después el patógeno fue 

caracterizado como Nocardia farcinica por Trevisan6. Las especies patógenas más 

comúnmente registradas en la clínica como responsables del actinomicetoma son 

N. asteroides, Nb y N. otitidiscaviarum8. A diferencia de N. asteroides, que causa 

un actinomicetoma pulmonar con fácil diseminación, especialmente hacia el 

cerebro, en pacientes inmunocomprometidos, el actinomicetoma dermatológico 
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inducido por Nb tiende a ser localizada y ocurrir en pacientes 

inmunocompetentes4. Los micetomas están clasificados de acuerdo al agente 

etiológico que lo causa, por lo tanto, los eumicetomas son aquellos inducidos por 

hongos, mientras que los actinomicetomas son causados por bacterias3, como es 

el caso de Nb. La inflamación inicial en la infección por Nb tiende a ser indolora 

pasando desapercibido por el paciente. Sin embargo, si el sistema inmune del 

paciente no resuelve la infección se desarrolla una inflamación crónica conocido 

como actinomicetoma. La inflamación crónica causa un cuadro clínico 

característico con nódulos, abscesos y fístulas por donde se drenan colonias de 

bacterias con serosidades sanguinolentas, además de una deformidad de la 

región afectada de consistencia firme35. 

Los estudios histopatológicos demuestran que en la inflamación aguda 

inducida por Nb, se encuentran abundantes polimorfonucleares y pocos 

macrófagos. Los granos se observan en posición central en el microabsceso 

delimitado por un anillo fibroso3. Durante la inflamación crónica se observan 

granulomas con microabscesos multiloculares, compuestos de un grano central 

rodeado de un infiltrado de leucocitos (polimorfonucleares, macrófagos y linfocitos) 

con células espumosas grandes (en ocasiones multinucleadas) en la periferia y 

delimitado por tejido fibroso. Alrededor del microabsceso también es posible 

encontrar células cebadas4, 36. 
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1.1.3 Modelo experimental del actinomicetoma 

En nuestro laboratorio, Salinas y col. establecieron un modelo experimental 

al inocular 106 unidades formadores de colonias de Nb en el cojinete plantar 

izquierdo del ratón BALB/c induciendo una lesión histopatológicamente idéntica a 

la lesión humana37. Estudios inmunohistoquímicos en el modelo experimental36, 38 

demostraron la presencia de citocinas proinflamatorias (TNF-Į, IL-1ȕ) en la 

epidermis durante la inflamación inicial. En la dermis también se encontraron éstas 

citocinas, pero adicionalmente el IFN-Ȗ, especialmente después del día γ de la 

infección. En el microambiente del actinomicetoma establecido están presentes 

una variedad de citocinas, especialmente el IL-6. El TNF-Į, una citocina típica de 

la inflamación, está expresada por células en la dermis afectada, pero estaba 

ausente en los microabscesos. La inmunoreactividad para las citocinas de la 

respuesta inmune celular, IL-12 e IFN-Ȗ, se observa en la periferia del 

microabsceso. Los linfocitos y algunos macrófagos que rodean el grano bacteriano 

son inmunoreactivos para IL-4. La IL-4 no sólo es una citocina de la respuesta 

inmune humoral, pero también un inmunomodulador e induce la activación 

alternativa de macrófagos y la multinucleación de estos39. Dentro del 

actinomicetoma, también se encuentran las citocinas inmunosupersoras como la 

IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-ȕ). La inoculación in vitro 

de macrófagos con Nb induce una disminución de la expresión de TNF-Į 

acompañado de un incremento en la expresión de TGF-ȕ, la cual se repite cuando 
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los macrófagos son estimulados solamente con una fracción lipídica del 

patógeno34.  

Nb induce primordialmente una respuesta inmune celular detectable por IFN-Ȗ 

en el suero40 e in situ41. El IFN-Ȗ activa los mecanismos efectores en macrófagos 

como la maduración del fagolisosoma y la inducción de enzimas microbicidas 

como el sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS) y el complejo de NADPH 

oxidasa, las cuales generan radicales de oxígeno y nitrógeno que destruyen al 

patógeno18. Durante la infección por Nb, también se induce una respuesta inmune 

humoral. Los antígenos p24 y p61 (una catalasa) son inmunodominantes, mientras 

que el antígeno p38 (la proteasa caseínolítica) no los es.  La inmunización pasiva 

con suero hiperinmune no confiere protección, lo que indica la escasa importancia 

de la respuesta IgG. Contrario a ello, la IgM específica sí confiere protección 

parcial42. Nb es capaz de inducir una inflamación crónica a pesar de que el 

hospedero afrenta a la invasión por Nb con una combinación de una respuesta 

celular y humoral. 

1.2      El sistema inmune 

1.2.1 Organización y función 

La mayoría de los organismos cuentan con mecanismos de defensa contra 

agentes invasores, incluso los procariotas secretan una variedad de sustancias 

contra sus competidores, como lo hacen muchas especies del género 
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Streptomyces y estas sustancias son aprovechadas en la clínica como 

antibióticos43. Durante la evolución del sistema de defensa se presentaron primero 

sustancias secretadas y después células fagocíticas44 que reconocen a patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP), ajeno a lo propio mediante 

receptores para estos PAMP (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR), dando 

origen al sistema inmune innato, el cual es constante en su manera de ofrecer 

protección contra patógenos. El sistema inmune adaptativo o adquirido, definido 

por la presencia de anticuerpos y receptores de los linfocitos T específicos 

empezó a desarrollarse en los vertebrados44, 45.  

El sistema inmune humano se puede dividir funcionalmente en el sistema  

inmune innato y el sistema inmune adaptativo, ambos están compuestos de un 

componente humoral (es decir: sustancias secretadas) y otro celular. El 

componente humoral del sistema inmune innato incluye defensinas, lisosima, 

complemento, cininas y citocinas proinflamatorias, como el TNF-Į, IL-1ȕ e IL-6. El 

componente celular está constituido por los neutrófilos/ polimorfonucleares (PMN), 

monocitos/macrófagos, células dendríticas (DC, por sus siglas en ingles), células 

asesinos naturales (NK, por sus siglas en inglés ´Natural Killer cells´), eosinófilos, 

basófilos y células cebadas. La fase aguda de la respuesta inmune innata se le 

denomina inflamación, la cual es caracterizada por edema, rubor, calor y dolor. 

Además, la respuesta inmune innata activa la respuesta inmune adaptativa a 

través de las células presentadoras de antígeno (CPA) y lleva a cabo importantes 

acciones efectoras de la respuesta inmune adaptativa.  
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Por otra parte, la respuesta inmune adaptativa se desarrolló para ofrecer 

una protección extendida contra patógenos que escaparon de la respuesta inmune 

innata. La respuesta inmune adaptativa reconoce patógenos de manera 

específica, además de desarrollar memoria, la cual permita activar el sistema 

inmune más rápido en infecciones posteriores por el mismo patógeno/antígeno. 

Los elementos celulares del sistema inmune adaptativo son los linfocitos T y B, 

mientras que los anticuerpos o Ig, secretados por células B diferenciadas a células 

plasmáticas, forman la parte humoral. 

Las DC son células fagocíticas del sistema inmune innato con el fin principal 

de fungir como centinelas del sistema inmune adaptativo, presentando antígenos a 

las células T vírgenes en ganglios linfáticos y en está interacción controlar el tipo 

de respuesta inmune a generar. La respuesta inmune adaptativa resultante 

depende del tipo de antígeno presentado, así se puede activar una respuesta 

inmune celular, humoral o tolerante (fig.1). Generalmente, los patógenos 

intracelulares (ej. los virus y Nb) inducen una respuesta inmune celular. Los 

antígenos intracelulares son presentados en el complejo mayor de 

histocompatibilidad tipo I y activan las linfocitos T citotóxicos (Tc). Si son 

presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II46, en un ambiente 

de IL-12, inducen la polarización de linfocitos T cooperadores vírgenes (Th) a 

linfocitos  Th1. Los linfocitos Th1 se caracterizan por la producción de las citocinas 

IL-2, IFN-Ȗ y linfotoxina/TNF-é. La IL-2 induce la proliferación de los linfocitos y el 

IFN-Ȗ estimula las funciones efectoras de los macrófagos, conocido como 
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activación clásica. Por otro lado, los antígenos de los patógenos extracelulares 

son presentados vía el complejo de histocompatiblidad mayor tipo II y, en 

combinación con moléculas co-estimuladoras como el cluster de diferenciación 

(CD) 40 y la IL-4, promueven la polarización de los linfocitos Th a Th2. Los Th2 se 

caracterizan por secretar las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales inducen la 

activación, expansión clonal y diferenciación de las células B generando células B 

de memoria y células plasmáticas productoras de anticuerpos tipo IgG e IgE. 

Además, las DC presentan antígenos propios y ambientales inofensivos para 

generar tolerancia específica por medio de la estimulación de células T 

reguladoras (Treg) específicas, las cuales producen TGF-ȕ e IL-10, que modulan o 

inhiben la respuesta inmune celular o humoral47. La diferenciación de las células 

Th a Th17 no parece ser regulada por DC sino por la presencia de los citocinas 

pleiotrópicas TGF-ȕ e IL-648. Los linfocitos Th17 se caracterizan por la secreción 

del IL-17A, que es responsable de la inflamación crónica como en alergias y 

enfermedades autoinmunes49. 
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Figura 1. Control de la DC sobre la respuesta inmune adaptativa.   
Ag = antígeno, DC = célula dendrítica, FIZZ1 = ´found in inflammatory zone´,   
IFN-Ȗ = interferón gamma, IL = interleucina, iNOS = sintasa de óxido nítrico 
inducible, M席 = macrófago,  RIC = respuesta inmune celular, RIH = RI humoral, 
Th0 = linfocito T cooperador virgen, TNF-Į = factor de necrosis tumoral alfa. 

 

1.2.2 Macrófagos y células dendríticas 

La primera célula aceptada como componente del sistema inmune fue el 

macrófago y fue sugerido por el zoólogo ruso Mechnikov en 1884. Basado en sus 
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observaciones de le fagocitosis por células de invertebrados marinos propuso su 

¨teoría fagocítica (celular) de la inmunidad¨, lo cual fue un cambio radical en una 

época donde la inmunología humoral acaparaba la atención50. En la actualidad se 

aprecia que el macrófago tiene un amplio espectro de funciones tanto como parte 

del sistema inmune innato como en el mantenimiento de la homeostasis. Entre sus 

funciones  se encuentran:  

a) Eliminar células dañadas, cuerpos apoptóticos, material orgánico extracelular 

obsoleto y secuestrar material inorgánico indigerible. 

b) Internalizar antígenos y presentarlos al sistema inmune adaptativo para su 

activación. 

c) Inducir la muerte intracelular de patógenos y mecanismos citotóxicos como 

célula efectora de la inmunidad celular adaptativa. 

d) Producir y secretar sustancias bioactivas y citocinas que regulan a otras 

células51.  

Para llevar a cabo estas funciones, el macrófago dispone de una gran 

variedad de receptores superficiales e intracelulares para reconocer patrones 

moleculares de patógenos o patógenos opsonizados por complemento o 

inmunoglobulinas, señales de peligro endógeno, etcétera. El  macrófago cuenta 

con un sistema microbicida (inducible) de radicales de oxígeno y nitrógenos para 

causar la muerte intracelular de patógenos internalizados. También tiene 

abundantes lisosomas llenos de enzimas hidrolíticas para digerir los restos de 

patógenos y demás material internalizado. Los marcadores comúnmente usados 
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para identificar macrófagos son: a) el Mac-1/CR3, conformado por el CD18 y el 

CD11b/ITGAM; b) el receptor de basurero de lípidos CD68 (equivalente a 

macrosialina en ratones; y c) en ratones, el F4/8052, un receptor tipo manosa, 

entre otros. Los macrófagos se localizan estratégicamente en el tejido conectivo 

de casi todos los órganos. En el campo de la inmunología, el tejido conectivo de 

órganos no linfoides se llama periferia; los macrófagos periféricos derivan de 

monocitos que circulan en la corriente sanguínea. La morfología del macrófago 

puede variar dependiendo de su localización y el macrófago es conocido con 

diferentes nombres en diferentes órganos, tales como: osteoclasto en el hueso, 

célula de Kupffer en el hígado, célula mesangial en el riñón, microglia en el 

cerebro, y macrófago alveolar o célula de polvo en el pulmón. Sin embargo, la 

célula de Langerhans (epidermis) ya no se considera un macrófago, sino una DC 

especial53. 

 Las DCs fueron reportadas por primero vez en 1973 por Steinman54 al 

encontrar entre las células no linfoides del bazo unas células con dendritas que se 

distinguieron de los macrófagos en varios aspectos: a) su morfología con 

abundantes dendritas, b) su menor capacidad fagocítica, y c) la escasez de 

lisosomas tan característica de los macrófagos. Más tarde se descubrió que las 

formas inmaduras de éstas células tenían dendritas menos desarrolladas, pero 

que eran células con mayor capacidad fagocítica, y que su función principal era 

ser la célula presentadora de antígeno por excelencia, que inicia y regula el tipo de 

respuesta inmune adaptativa (tolerante, celular o humoral) interactuando con 
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células T vírgenes, mientras que las otras CPA estimulan los blastos de una clona 

de linfocitos T inducida previamente por las DC55.  

En la homeostasis, las DCs se desarrollan desde un linaje de pre-cDC en la 

médula ósea, pero durante la inflamación también se pueden diferenciar desde los 

monocitos56. Igual a los macrófagos, las DC tienen todo un panel de receptores 

para reconocer patrones moleculares de patógenos, pero tienen más receptores 

tipo C lectina como CD205/DEC-205, DC-SIGN y Langerin, entre otros, los cuales 

reconocen grupos de carbohidratos en glucoproteínas y glucolípidos y son usados 

por investigadores como marcadores de las DC57, 58. CD205 es un lectina tipo C 

que funciona como receptor de endocitosis, de lo cual no se conoce su ligando 

aunque se ha sugerido que sea importante en procesos de apoptosis y necrosis. 

Cuando la internalización de un ligando vía CD205 no va acompañado de otra 

señal de daño o de un ambiente pro-inflamatorio induce la tolerancia57. 

CD11c/ITGAX se una al CD18 para formar el receptor CR4 cuyo ligando es el C3b 

inactivado. Muchos investigadores emplean al CD11c como marcador para la 

identificación de DC a pesar de no ser exclusivo para las DC ya que sí se expresa 

en mayor cantidad en la superficie de las DC59. 

1.2.2.1 Tipos de macrófagos 

Los macrófagos son células sumamente flexibles que pueden asumir un 

amplio abanico de funciones. La función de los macrófagos es determinada por el 

tipo de señal que se encuentre en el ambiente del monocito recién reclutado60 o 

del macrófago61, 62, y su polarización es reversible61, 62. Se han identificado tres 
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tipos principales de activación de los macrófagos63-65: 1) El factor estimulante de 

colonias de macrófagos (M-CSF) induce la polarización a macrófagos residentes, 

éstos limpian el ambiente interno de un organismo de manera anti-inflamatoria 

durante la homeostasis.  2) El IFN-Ȗ causa la activación clásica del macrófago, 

conocido como M1, se induce la expresión de citocinas pro-inflamatorias y de la 

enzima iNOS, que cataliza la formación del producto altamente microbicida óxido 

nítrico. 3) Las citocinas Th2 como IL-4 e IL-13 causan la activación alternativa del 

macrófago M2. El macrófago M2 es anti-inflamatorio (TNF-Į- e iNOS-) y 

remodelador al promover la cicatrización de heridas. Marcadores de los 

macrófagos M2 murinos son el Ym1 y el FIZZ166. Ym1 es codificado por el gen 

chi3l3, perteneciente a la familia de las quitinasas, pero Ym1 carece del sitio activo 

y no se conoce su función67. El FIZZ1 (por sus siglas en inglés ´Found-in-

Inflammatory-Zone) es codificado por el gen resistin-like alfa (retnla), y similar al 

Ym1 se encuentra en inflamaciones tipo 268, que involucran Th2, sin conocer su 

función exacta, aunque parece jugar un papel en la disminución de la 

inflamación69. 

1.2.2.2 Tipos de células dendríticas 

En la homeostasis existen dos tipos principales de células dendríticas que 

se distinguen por su morfología y fenotipo, localización y función principal 55, 70, 71. 

El primer grupo lo forman las DC convencionales (cDC), cuyo papel principal es la 

regulación de la respuesta inmune adaptativa como fue descrito previamente. Las 

cDC son subclasificadas en DC residentes de los órganos linfoides y DC 
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migratorias. Las DC residentes de los órganos linfoides se encuentran en los 

ganglios linfoides, el bazo y el timo; son CD103- y subgrupos pueden ser CD4+ o 

CD8+. Estas últimas son conocidas por su capacidad de presentación cruzada, es 

decir pueden presentar antígenos internalizados con el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC)-I y estimular respuestas citotóxicas vía Tc-CD8+. Las 

DC migratorias vigilan los tejidos periféricos y una vez activadas migran a los 

ganglios linfáticos, pero no se encuentran en el bazo. Las DC migratorias se 

dividen en DC CD11b+ (DC intersticiales o dermales) presentes en los tejidos 

conectivos y DC CD103+ (DC de las epitelias intestinales). CD103+ es una 

integrina cuyo ligando es el E-cadherina de las células epiteliales. Las células de 

Langerhans en la epidermis también migran a ganglios linfáticos para presentar 

antígeno, sin embargo, se originan de un precursor mielo-monocítico presente 

durante el desarrollo embrionario temprano, cuya progenie se genera como 

resultado de un estallido proliferativo un poco después del nacimiento y después 

se mantiene por autorrenovación durante la homeostasis, aunque pueden 

derivarse también de monocitos sanguíneos72.  

 El segundo grupo está formado por las DC plasmáticas (pDC), que son 

distribuidos ampliamente, pero se encuentran especialmente en la sangre. 

Normalmente, las pDC expresan B220 y se caracterizan por secretar rápidamente 

grandes cantidades de interferones tipo I en reacción a infecciones virales70.  

En condiciones inflamatorias se forman DC derivados de monocitos/DC 

mieloides en respuesta al factor estimulante de colonias de granulocitos y 
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macrófagos (GM-CSF) o ligandos del TLR4, como el lipopolisacárido o bacterias 

gram-negativos. Las DC derivadas de monocitos pueden adquirir una capacidad 

potente como células presentadora de antígenos, incluyendo la presentación 

cruzada70 o volverse fuertemente microbicida como TipDC (por sus siglas en 

inglés: TNF-Į and iNOS producing DC73, 74. 

1.2.3 Citocinas 

Las citocinas son glicoproteínas de bajo peso molecular (6-70 kDa) 

sintetizados de novo que tiene una función autocrina, paracrina o endocrina en la 

comunicación entre leucocitos u otras células como epiteliocitos, fibroblastos, etc. 

Las citocinas sirven como factores de crecimiento y diferenciación durante 

hematopoyesis, y como inductores de la proliferación, activación o inhibición de 

leucocitos u otras células. Estas moléculas suelen tener efectos pleiotrópicos 

dependiendo de su concentración, la célula receptora y sinergia con o interferencia 

de otras citocinas. Las principales clases de citocinas son75: a) Las quimiocinas, 

como su nombre lo indica, atraen leucocitos a los sitios de inflamación. Se 

clasifican según las posiciones de las cisteínas en C, CC,  CXC, y CX3C (Abbas); 

b) Los factores de crecimiento de colonias (CSF) para granulocitos (G-CSF), 

macrófagos (M-CSF) y granulocitos y macrófagos (GM-CSF); c) los interferones, 

los cuales se caracterizan por su efecto anti-viral (IFN-Į, IFN-ȕ, IFN-Ȗ e IFN-Ȝ/IL-

28/IL-29; y d) Las interleucinas (IL), que son subclasificadas según su función 

principal en: 1) pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-Į); 2) mediadores de la 
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respuesta inmune celular vía Th1 (IL-2, IL-12, IL-18 e IFN-Ȗ); γ) mediadores de la 

respuesta inmune humoral vía Th2 (IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31, IL-33); y 4) anti-

inflamatorias o reguladores (IL-10, IL-4 y TGF-ȕ). A continuación se profundiza en 

algunas citocinas que juegan un papel importante en la diferenciación de 

monocitos/macrófagos y la activación clásica/proinflamatoria o alternativa/anti-

inflamatoria. 

1.2.3.1      M-CSF y GM-CSF 

M-CSF/csf-1 es una proteína homodimérica y se presenta en tres isoformas 

biológicamente activas: 1) una de la superficie celular que atraviesa la membrana 

celular, 2) una forma secretada que se une a glucosaminoglucanos, importante 

para erupción dental y el desarrollo óseo, y 3) otra forma secretada libre 

importante para la supervivencia de (precursores) de monocitos y macrófagos76. 

Una mutación en csf-1, conocido como op/op, causa osteopetrosis y animales sin 

dientes por falta de osteoclastos funcionales. Además, afecta el desarrollo de la 

placenta y puede ser causa de infertilidad77. M-CSF genera macrófagos tipo 

residente durante homeostasis o tipo M2/anti-inflamatoria durante la inflamación78. 

Sin embargo, ratones M-CSF-/- son capaces de generar macrófagos, aunque en 

cantidades significativamente menores a los producidos por los ratones silvestres, 

debido a rutas hematopoyéticas esplénicas compensatorias79. A pesar de que M-

CSF es asociado con macrófagos residentes o anti-inflamatorios, recientemente 

se reportó que el receptor de M-CSF es requerido para el desarrollo de TipDC 
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proinflamatorias80. El gen que codifica para el receptor de M-CSF, CSF-1R/c-fms, 

es considerado un proto-oncogene.  

 

GM-CSF fue descubierto como un estimulador de macrófagos y 

granulocitos de células hematopoyéticas en los años setentas del siglo pasado81. 

Inicialmente, se asumió que GM-CSF tenía un papel clave en la generación de los 

diferentes células del linaje mieloide, incluyendo eritrocitos y megacariocitos82, 

debido a que su receptor es ampliamente expresado por células hematopoyéticas. 

Sin embargo, aún con la deficiencia de GM-CSF o su receptor, se generan células 

mieloides, indicando que existen rutas alternativas79. Actualmente, se piensa que 

GM-CSF promueva la mielopoyesis urgente y la generación de monocitos y 

granulocitos en la médula ósea durante la infección, así como su supervivencia y 

activación funcional en el sito de la lesión83, además, es un factor importante en la 

ciación en DC a partir de monocitos o células de la médula ósea84. GM-CSF dirige 

células hematopoyéticas hacía el linaje mieloide y sólo se genera el linaje linfoide 

cuando las células precursores no expresan el receptor de GM-CSF (GM-CSFR)82. 

GM-CSF tiene un papel especial en el pulmón durante la homeostasis donde 

activa a los macrófagos para que catabolicen surfactante85. Esto explica por qué la 

primera fuente rica en GM-CSF fue el medio de cultivo de células pulmonares86. El 

GM-CSF ha sido asociado con un estado pro-inflamatorio78, citotóxico81 y 

microbicido87 con efectos como el aumento de expresión de TLRs88, fagocitosis, 

superviviencia propia, producción de radicales óxidos y citotoxicidad dependiente 
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de anticuerpos y contra parásitos81. Diferentes mecanismos permiten los efectos 

pleiotrópicos de GM-CSF. Un mecanismo es la fosforilación diferencial del 

receptor de GM-CSF según la concentración de GM-CSF; Una concentración 

menor a 10 pM sólo asegura supervivencia, mientras a una concentración mayor 

ocurre proliferación89. También importa la fase de maduración de la célula diana y 

su densidad de receptores GM-CSF. Por ejemplo, células hematopoyéticas 

estimulados con GM-CSF se diferencian en células con un fenotipo característico 

de las TipDC90, mientras que las DC maduras, que no expresan el GM-CSFR, se 

convierten en TipDC por estimulación vía el receptor de M-CSF80. Cuando las 

células diana son monocitos, el GM-CSF puede inducir la expresión de una 

proteína que proteolisa el receptor de M-CSF y por lo tanto inhibe la diferenciación 

en macrófagos favoreciendo la aparición de DC91.  

Las citocinas pro-inflamatorias TNF-ü e IL-1ü inducen la expresión de GM-

CSF local por linfocitos T activados, células cebadas, endoteliocitos, fibroblastos y 

keratinocitos durante la inflamación92, 93. La expresión de GM-CSF suele ser 

inducido y temporal; El mRNA de GM-CSF tiene una secuencia en la región no-

traducido del extremo 3´ que asegura que el mRNA se degrade rápidamente y la 

proteína tiene una vida media en el suero muy corto de 6-10 min81. Células que 

tienen receptores para GM-CSF incluyen neutrófilos, macrófagos y granulocitos, 

sin embargo, las células inmaduras suelen tener más receptores que las células 

maduras81.  
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GM-CSF se usa en la clínica para tratar neutropenia después de un 

trasplante autólogo de médula ósea, después de la quimioterapia en pacientes de 

cáncer y en pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida94. También 

se utiliza para diferenciar monocitos de la sangre en DC en terapias de 

leucoferesis en procesos de vacunación experimental con DC activadas95. La fig. 2 

integra la importancia de M-CSF y GM-CSF en la formación y activación de los 

diferentes tipos de macrófagos y DC. 

 

Figura 2. Importancia del M-CSF y GM-CSF en la generación y activación de 
los diferentes tipos de macrófagos y DC. El GM-CSF es un citocina de 
hematopoyesis en inflamación o infección dedicada a generar los precusores de 
los diferentes linajes mieloides y la maduración de fagocitas proinflamatorias como 
macrófagos M1, TipDC (y neutrófilos, no incluido en la imagen); en homeostasis el 
Flt3L está encargado de la formación de las DC. cDC = DC convencionales, PM = 
precursor multipotente, PCMD = precursor en común de macrófagos y DC, PG = 
precursor de granulocitos, PE = precursor de eritrocitos, PMeg = precursor de 
megacariocitos, pre-cDC = precursor de cDC, mo = monocito, M席 = macrófago. 
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1.2.3.2 IL-4 e IL-13 

Como se mencionó anteriormente, ambas citocinas son mediadoras de la 

respuesta Th2 y tienen muchos efectos en común. Tras la unión a alguna isoforma 

del receptor, ambos señalizan vía los intermediarios intracelulares de señalización 

y factores de transcripción STAT6 o STAT3 y pueden inducir un cambio de isotipo 

IgE en células B, sin embargo, también hay algunas diferencias. Por ejemplo, 1) la 

IL-4 e IL-13 tienen diferentes afinidades para las isoformas del receptor, y 2) la IL-

4 se produce principalmente en los órganos linfáticos y se detecta primero en la 

sangre, mientras que la IL-13 es producida por más tipos de células, es detectada 

principalmente en la periferia, durante más tiempo y en cantidades mayores96. En 

un modelo de infección de criptococcosis cerebral, no se detectó IL-4 in situ, pero 

sí el IL-1397. En modelos de alergias, como asma, la IL-13 tiene efectos locales 

tales como la estimulación de la contracción de músculo liso y la secreción de 

moco por el epitelio respiratorio98. En infecciones por helmintos, la IL-13 ha sido 

relacionada con la fibrosis dependiente99, 100 o independiente101 de TGF-ȕ. IL-13 

también inhibe la producción de óxido nítrico y favorece la activación alternativa de 

macrófago, debilitando la inmunidad celular102. Por otra parte, la IL-13 puede 

inducir la producción de inmunomoduladores lipídicas103, 104 como la 

prostaglandina E2 (PGE2). La PGE2 es un inmunomodulador lipídico potente pero 

ambivalente, es pro-inflamatorio y requerido para que las DC maduren y sean 

respondedoras a quimiocinas, sin embargo, en combinación con la señalización de 

TLRs puede promover la tolerancia105. 
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1.3    Células espumosas 

Las células espumosas son células que han acumulados lípidos en su 

citoplasma en forma de gotas lipídicas. Recientemente, fue actualizado el 

concepto de estas estructuras de unas simples acumulaciones de lípidos a 

organelos complejos, dinámicos y organizados. La gota lipídica está compuesta de 

varios lipídos neutros delimitada por una monocapa de lípidos anfipáticos con la 

cual están asociadas varias proteínas anfipáticas que estabilizan la gota lipídica o 

que permiten su degradación o interacción con otros organelos. Los lípidos 

neutros pueden diferir de una gota a otra depende del origen y la función de la 

gota lipídica. Las proteínas de la familia PAT (perilipinas, adipofilina, TIP47, entre 

otras) son comúnmente asociadas a las gotas lipídicas y por lo tanto usadas como 

marcadores de las gotas lipídicas106-108. 

1.3.1 Células espumosas en enfermedades humanas 

Las células espumosas se forman cuando el metabolismo lipídico está 

alterado. Se pueden distinguir tres orígenes principales de las células espumosas: 

1) Las enfermedades lisosómicas, caracterizadas por la deficiencia de ciertas 

enzimas involucradas en la degradación de lípidos. Los lípidos no degradables se 

acumulan dentro de los lisosomas, por lo cual las gotas lipídicas suelen estar 

rodeados por la membrana del lisosoma. Los macrófagos espumosos son típicos 

de la enfermedad de Niemann-Pick, pero también han sido observados en algunos 
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casos de Gaucher109; 2) Las enfermedades metabólicas o ateroesclerosis, en las 

cuales las células internalizan el exceso extracelular de lípidos (oxidados) para 

almacenarlos temporalmente hasta que pueden ser liberados cuando disminuye el 

nivel de lípidos extracelulares. Cuando los niveles de lípidos extracelulares no 

bajan, las células se vuelven espumosas para siempre y son características desde 

la fase inicial de ateroesclerosis110; 3) Las enfermedades infecciosas, definidas por 

la presencia de un patógeno. Entre los cuatro grupos principales de patógenos 

(virus, bacterias, hongos y parásitos) se encuentran patógenos que causan 

infecciones que van acompañadas de la presencia de células espumosas111, 112. 

Aunque falta por definir el papel exacto de estas células, en cada una de las 

infecciones, existen evidencias de que los patógenos aprovechan de varias formas 

los lípidos en estas células. Los virus de la hepatitis C y del dengue utilizan las 

gotas lipídicas como centros de ensamble113, 114, los parásitos las utilizan como 

materia prima y/o para generar inmunomoduladores lipídicos que por su tipo o su 

cantidad suprimen la respuesta inmune115. En el caso de la tuberculosis y la lepra, 

los patógenos causantes se establecen dentro de las células espumosas116-118; en 

el caso de la lepra, estás células son características de la forma más grave de la 

enfermedad119 en donde ocurre una desviación de la respuesta inmune celular 

adecuada hacia una respuesta inmune humoral inapropiada. 
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1.3.2  Células espumosas en el actinomicetoma experimental  

Las células espumosas son detectables desde el día tres de la infección 

con Nb, en plena inflamación aguda. Se mantienen durante la resolución de la 

inflamación aguda para aumentar en número y tamaño durante la fase crónica de 

la infección. Las células espumosas se encuentran asociadas con el anillo fibroso 

de un microabsceso y son CD64+, CD68+, CD11c+, CD40+, e IL-12+, pero TNF-

Į-38. La ausencia de TNF-Į es compatible con los macrófagos M2, sin embargo, la 

presencia de IL-12 no lo es. La expresión de los marcadores de superficie no 

permite identificar las células espumosas como macrófagos o DC ya que los 

marcadores no son exclusivos y adicionalmente su expresión puede depender del 

tipo de activación. 

1.3.3 Posibles precursores de las células espumosas 

Los macrófagos han sido considerados como los precursores de las células 

espumosas en diversas enfermedades, como en la ateroesclerosis120 y la 

tuberculosis121. Paulson y colaboradores reportaron que en ateroesclerosis 

también las DC acumulan lípidos122. Estudios en un modelo de tuberculosis 

también han reportado la presencia de los ¨macrófagos espumosos¨, aunque éstos 

mostraron un perfil de marcadores de superficie propio de DC123. Otros autores 

usan terminología como ¨macrófago CD205+¨124  o ¨DC CD68+¨125 para lidiar con 

combinaciones poco usuales. En los estudios mencionados, los investigadores 

identifican las células según su inmunoreactividad para marcadores tipo CD o 
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similar, así el CD68 o F4/80 se consideran marcadores propios de macrófagos 

(murinos), mientras CD11c y CD205 lo son de DC. Sin embargo, es importante 

estar consciente que un marcador tiene una función biológica, independiente de su 

uso científico como marcador. Una célula lo expresa según su fase de desarrollo, 

su función, su activación, etc.  Los marcadores fueron asociados principalmente 

con las células mencionadas, pero sin ser exclusivos para cualquiera de ellas. Por 

ejemplo, desde sus inicios se reportó que el CD205 también es expresado por 

macrófagos estimulados con tioglicolato126. Por lo anterior, confiarse en los 

marcadores para la identificación de una célula es una práctica riesgosa. Aún falta 

por elucidar si el precursor de la célula espumosa es un macrófago o una DC. 

 Adicionalmente, existen los subtipos de macrófagos y DC pro- y anti-

inflamatorios, correspondientes a macrófagos M1 versus M2, y TipDC versus cDC, 

respectivamente. Cualquiera de estas células son posibles precursores de las 

células espumosas. 

1.3.4 Proceso de conversión en células espumosas 

La transformación a célula espumosa depende del proceso que causó la 

conversión. En enfermedades lisosómicas es por la acumulación de lípidos no 

degradables dentro del lisosoma. 

En la ateroesclerosis el mecanismo de homeostasis de distribución de 

colesterol es alterado. Ocurre un aumento de internalización de lipoproteínas de 

baja densidad  debido a un aumento de los receptores de internalización de lípidos 
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como CD36, CD68 y SR-A, cuya expresión se incrementó por la presencia de las 

citocinas pro-inflamatorias TNF-Į e IFN-Ȗ127, mientras que disminuye la expulsión 

de colesterol por una disminución en la expresión de los transportadores ABCA-1 

y ABCG-1. A la vez, ocurre una mayor esterificación y almacenamiento de 

colesterol128. 

En el caso de enfermedades infecciosas no hay un exceso de lípidos que 

rompen la homeostasis del metabolismo lipídico. El cambio del metabolismo 

lipídico puede formar parte de la respuesta inmune como la generación de 

inmunomoduladores lipídicos como prostaglandinas y leucotrienos desde los 

ácidos araquidónicos liberados de las membranas. Algunos patógenos interfieren 

con este proceso para modular la respuesta inmune115, 129, 130. En lesiones de 

tuberculosis experimental, las células espumosas resultaron altamente 

inmunoreactivas para PGE2131, 132. Es difícil de imaginar la acumulación lipídica, 

en grandes cantidades en las células espumosas, desde las membranas. Un 

análisis bioquímico de los lípidos presentes en la parte caseosa de las lesiones de 

tuberculosis comprobó la abundancia de colesterol (esterificado), triacilglicerides y 

otros especies lipídicos que sugieren un origen de lipoproteínas de baja 

densidad133. Autores que habían estudiado la formación de células espumosas en 

la lepra reportaron la posible participación de receptores como TLR-2 y dectina-1 

en la acumulación de gotas lipídicas 134, 135, pero en otras infecciones la 

interacción con estos receptores no resulta en la acumulación de gotas lipídicas.  
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Las micobacterias patogénicas tienen paredes celulares con abundantes 

cantidades de lípidos inusuales para eucariotas. Las gotas lipídicas podrían ser 

restos indigeribles de estos lípidos, sin embargo, hay evidencia que los lípidos 

acumulados se originan del hospedero y no del bacilo116, 133. Las micobacterias 

parecen interferir con el metabolismo lipídico de una célula. M. leprae, viva no 

muerta, suprime la expresión de la lipasa sensible a hormona, una enzima central 

en la lipólisis y la movilización de lípidos, mientras que aumenta la expresión de 

perilipina, proteína que estabiliza las gotas lipídicas, manteniendo así las reservas 

lipídicas intracelulares118.  En un modelo experimental de tuberculosis en ratones, 

se reportó que el equilibrio entre GM-CSF y M-CSF juega un papel importante en 

la formación de las células espumosas. Las células espumosas ocurrían 

naturalmente en un ambiente con altos niveles de GM-CSF, pero un tratamiento 

con M-CSF causó la desaparición las células espumosas136. 

Por lo anterior, aún no está claro el origen de las células espumosas ni los 

factores ambientales que intervienen en su aparición en diversas enfermedades 

infecciosas. 
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CAPÍTULO 2 

JUSTIFICACIÓN 

Las células espumosas están presentes en varias enfermedades 

infecciosas como malaria, dengue y tuberculosis, las cuales siguen siendo 

problemas de salud mundial, ya sea por la falta o  la ineficiencia de las vacunas, 

así como, por la aparición de nuevas cepas de patógenos resistentes a los 

tratamientos farmacológicos. En la búsqueda de nuevas opciones de prevención o 

tratamiento es importante estudiar la inmunopatogénesis de éstas enfermedades.  

Aunque se desconoce el papel exacto de las células espumosas, parecen 

ser aprovechadas para poder persistir dentro del hospedero.  

Un estudio del linaje y los factores que podrían favorecer la formación de 

las células espumosas en enfermedades infecciosas generará una caracterización 

más profunda de éstas células para el diseño de nuevos métodos de tratamieno. 
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CAPÍTULO 3 

HIPÓTESIS 

Los macrófagos y los factores que causan su polarización favorecen la formación 

de células espumosas en el modelo experimental de actinomicetoma inducido por 

Nocardia brasiliensis. 
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CAPÍTULO 4 

OBJETIVOS 

4.1   Objetivo general 

 Determinar el linaje y los factores involucrados en la formación de las 

células espumosas en el actinomicetoma experimental inducido por Nocardia 

brasiliensis. 

4.2   Objetivos específicos 

1. Determinar el linaje de las células espumosas. 

a. Generar macrófagos y células dendríticas derivados de la médula ósea 

de ratones singénicos y marcarlos sin alterar su fenotipo ni su 

funcionalidad. 

b. Rastrear el destino de los macrófagos y células dendríticas marcados 

después de una transferencia en el actinomicetoma experimental. 

2. Evaluar el tipo de microambiente, pro-inflamatorio y/o anti-inflamatorio, en la 

lesión. 

a. Comparar los niveles de expresión de las citocinas IL-4, IL-13, M-CSF, y 

GM-CSF en la lesión durante su desarrollo. 
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b. Comparar los niveles de expresión de los marcadores de los 

macrófagos M1 y M2 en la lesión durante su desarrollo. 
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CAPÍTULO 5 

MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1   Reactivos y su preparación 

Para preparar el reactivo de Bradford se disolvió 100 mg de Azul de 

Coomassie G-250 (Sigma-Aldrich, B1131) en 50 mL 95% etanol, se añadió 100 

mL 85% ácido fosfórico (Productos Químicos de Monterrey) y se aforó a 1L con 

agua pura (H2O). Se filtró con un filtro Whatman y se guardó protegido de la luz. 

El RPMI incompleto (iRPMI) consistía de RPMI 1640 (Sigma)/25mM HEPES/24 

mM bicarbonato para cultivo celular (todos de Sigma) y antibióticos (penicilina 50-

100 U/mL, Sigma; estreptomicina 50-100 ȝg/mL, Sigma P0781), y fue 

complementado con 10% suero bovino fetal (SBF; Cellgro, catno. 35-010-CV) 

(cRPMI). Para obtener macrófagos y DC derivados de la médula ósea, el 

complemento fue inactivado por calor (30 min. 56oC) (SBF-IC).  

Un stock de 10 mM del succinimidil éster de carboxifluoresceína (CFSE por sus 

siglas en inglés, Molecular Probes, Invitrogen, V12883) en dimetil sulfóxido 

(DMSO) fue almacenada a -20oC. El stock de CFSE fue diluido en una solución 

salina amortiguador de fosfato 10 mM, pH 7.3 (PBS)  a la concentración final 

deseada y atemperada a 37oC antes de su uso. El CFSE permite rastrear las 

células durante lapsos de incluso 8 semanas137. 
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5.1.1 Factores de diferenciación 

El factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) está presente en 

medio condicionado por la línea de fibroblastos de ratón L929 (LCM, por sus siglas 

en inglés: ¨L929 conditioned medium¨138, 139. LCM fue recuperado de un cultivo 

celular  de L929 con 3-7 días de confluencia sin cambios de medio. El LCM fue 

filtrado (0.22 ȝm) antes de realizar alícuotas de 40 mL los cuales fueron 

mantenidos a -20oC hasta su uso. La línea celular se almacenó en medio 

cRPMI/5% DMSO a -80oC, después de un proceso de congelamiento lento con los 

siguientes pasos: 30 min. a 4oC, mínimo 1 hora (h) a -20oC. El proceso de 

descongelación fue rápido en un baño a 37oC, seguido por 2 lavados en iRPMI 

(500 x g durante 7-10 min). La línea fue cultivada en cRPMI. 

El factor GM-CSF recombinante de ratón (rGM-CSF, Peprotech no. 315-03) 

y la IL-4 recombinante de ratón (rIL-4, Peprotech no. 214-14) fueron disueltos en 

PBS como 100x stocks (de β ȝg/mL) según las indicaciones del proveedor; 

alícuotas de 500 ´L fueron almacenados a -80oC. 
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5.1.2 Anticuerpos para citometría de flujo 

Para la inmunotipificación de los macrófagos y DC se emplearon una serie 

de anticuerpos conjugados con fluorocromos específicos para CD11b, CD11c, 

F4/80 y CD205 (tabla 2). 

 

Tabla 2. Características de los anticuerpos utilizados en la 
inmunotipificación de macrófagos y DC por citometría de flujo. 
 

Anti-antígeno Conjugado* Origen, 
isótipo 

clona Proveedor No. de 
cat. 

Anti-ratón 
CD11b 

APC Rata, IgG2b M1/70 eBioscience 17-0112 

Anti-ratón 
CD11c 

PE Hámster, 
IgG 

N418 eBioscience 12-0114 

Anti-ratón F4/80 PE Rata, IgG2a BM8 eBioscience 12-4801 

Anti-ratón 
CD205 

APC Rata, IgG2a 205yekta eBioscience 17-2051 

Control isotipo PE Rata, IgG2a  Caltag R2a04 

Control isotipo PE Rata, IgG2b  Caltag R2b04 

Control isotipo PE Hámster IgG  Caltag HM04 

* APC = aloficocianina, Ȝex/em: 633/660 nm; PE = ficoeritrina, Ȝex/em: 488/575 nm. 

5.1.3 Primers 

Los primers tipo Taqman y su sonda conjugada con FAM fueron obtenidos 

de Applied Biosystems. Los primers tipos SYBRGreen  fueron diseñados con el 

software de Beacon Designer versión 7.9, para lo cual se introdujeron los números 

de acceso (NM_) o de identificación de genes (GI: ) de csf1/M-CSF, csf2/GM-CSF, 

IL-4, IL-13, y gliceraldehído-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) de ratón para 
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recuperar la secuencia. Dentro del programa, se efectuó un escaneo de BLAST y 

de estructuras secundarias antes de emplear la herramienta de diseño de primers 

para experimentos con SYBRGreen o para evaluar primers reportados en la 

literatura. Los primers seleccionados fueron analizados para determinar su 

especificidad mediante la herramienta de ´nucleotide blast´ del NCBI y  comprados 

de AlphaDNA (Quebec, Canada). Se analizaron los primers diseñados mediante la 

amplificación de los DNA complementarios (cDNA) de los genes blancos para los 

que fueron específicos, así como, se analizó 1) la temperatura óptima (Topt) de 

amplificación, 2) la especificidad (mediante la curva de disociación), y 3) la 

eficiencia (mediante una curva estándar y aplicando la fórmula de eficiencia,         

E = 10-1/pendiente -1) (tabla 3). 

 
Tabla 3. Lista de primers y/o sondas empleados en la PCR en tiempo real 
(RT-PCR). 
Gen/Protein No. de ac-

ceso (ncbi) 

ĨŽƌǁĂƌĚ ƉƌŝŵĞƌǲ ϱǲїϯǲ ǲƌĞǀĞƌƐĞ ƉƌŝŵĞƌǲ  ϱǲїϯǲ Tamaño 

amplicon 

Temp. 

óptima 

Chi3l3/Ym1 NM_009892 AB*: Mm00657889-mH:FAM 90 60 

csf1/M-CSF NM_007778 CCAGTCTCACCTACCATA GCATCAGAACAAGTTGGA 105 58 

csf2/GM-CSF NM_009969 ATTCCACAACTCAGGTAG TACACAGTTAGAGGAAATGA 75 60 

gapdh/GAPDH NM_008084 AB: Mm03302249_g1:FAM 107 60 

IL-4 NM_021283 AB:  Mm00445259_m1:FAM 79 60 

IL-13 NM_008355 GTAGCCCACTTTATAACA GTCTCTCCTCATTAGAAG 77 57 

nos2/iNOS NM_010972 AB: Mm00440502_m1:FAM 66 60 

retnla/FIZZ1/Relmü NM_020509 AB: Mm00445109_m1:FAM 86 60 

AB* = Applied Bioystems  

http://bioinfo.appliedbiosystems.com/genome-database/gene-expression.html 

http://bioinfo.appliedbiosystems.com/genome-database/gene-expression.html
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5.1.4 Kits de Ensayos por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

La determinación de citocinas y factores estimuladores de colonias se realizó por 
la técnica de ELISA doble sándwich empleando kits comerciales, tabla 4. 

Tabla 4.Especificación de los kits de ELISA 

Kit Proveedor No. de catálogo 

Murine M-CSF ELISA development kit Peprotech 900-K245 

READY-SET-GO! Mouse GM-CSF eBioscience 88-7334-22 

READY-SET-GO! Mouse IL-4 eBioscience 88-7044-22 

READY-SET-GO! Mouse IL-13 eBioscience 88-7137-22 

 

5.2   Material biológico vivo 

5.2.1 Animales de experimentación 

Los ratones BALB/c fueron mantenidos en el bioterio del departamento de 

Inmunología de la Facultad de Medicina bajo condiciones controladas con agua y 

alimentos para roedores (Purina) ad libitum. Se respetaron las normas éticas y de 

investigación establecidas por el Comité Institucional y referidas en la NOM 062-

200-1999. El Comité Bioético de la Facultad de Medicina aprobó el protocolo con 

el nr. IN 10-003. 
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5.2.2 Células bacterianas 

La cepa bacteriana Nocardia brasiliensis (ATCC 700358; Nb) se conservó a 

-80oC en 2% leche descremada en polvo (Skim Milk Powder OXOID)/0.85% 

solución salina estéril (NaCl de Baker; SS) o en 40% glicerol/infusión cerebro 

corazón (BHI, por sus siglas en inglés, OXOID). En caso de haber sido 

almacenada con leche, la masa bacteriana fue lavada 2-3 veces con 40 mL SS 

centrifugando en cada ocasión a 1600 x g durante10 min. y después fue 

resuspendida en su volumen original en SS. Se inocularon 3 matraces (de 250 

mL) con 50 mL de BHI, previamente esterilizados, con las alícuotas bacterianas de 

2 viales. Nb fue cultivado durante 3 días a 37oC hasta su fase log de crecimiento. 

Al cosechar Nb, primero se descartó el medio de cultivo y después se lavó la 

película bacteriana con 40 mL SS y centrifugando a 1600 x g durante 10 min. La 

masa bacteriana fue resuspendida en 10 mL SS y homogeneizada con Potter 

(Wheaton) o Dounce. El homogenizado se dejó reposar 10-15 min. a temperatura 

ambiente y se recuperó el ´sobrenadante´ con una jeringa de 1 mL (Sensimedical) 

con una aguja de 18G (rosa).  

5.2.3 Infección de ratones y obtención de biopsias 

Los ratones hembras BALB/c de 8-11 semanas de edad fueron inyectadas 

con 100 たL  del homogenizado bacteriana de Nb (peso húmedo 70-90 mg 

equivalente a 1 millón unidades formadores de colonias) con una jeringa de 

insulina (aguja 27G) en el cojinete plantar de la pata izquierda trasera del roedor. 
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Se monitoreó el desarrollo de la inflamación o del actinomicetoma midiendo la 

longitud, anchura y grosor de la pata y se calculó el volumen con la fórmula del 

elipsoide (4/3ʌr1r2r3; r = radio; Apéndice A). Para experimentos del microambiente, 

los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y se tomaron biopsias del 

cojinete plantar (n=5) a los siguientes puntos en el tiempo: 0, 0.5, 1, 3 , 7, 15, 30, y 

60 días (d). La mitad de una biopsia fue colocada en 1 mL PBS, pH 7.3, para la 

detección de proteínas, y la otra mitad en 1 mL de Trizol (Invitrogen, catno. 15596-

018), para la extracción del ácido ribonucléico (RNA), y guardada a 0oC. Sólo en el 

caso del día 0, el cojinete plantar izquierdo fue aprovechado completamente para 

experimentos de expresión génica, mientras que el cojinete plantar derecho fue 

aprovechado para la cuantificación de proteínas. Las muestras recolectadas 

fueron homogeneizadas con un TissueTearer (Biospec Products Inc. Modelo 

985370-395) en posición 10-15 durante 2-3 min. a 0-4oC. En el caso de un 

homogeneizado en Trizol se incubó después 15-20 min a temperatura ambiente y 

posteriormente fueron almacenadas a -80oC hasta su uso. Entre cada muestra se 

lavó el equipo con 70% etanol y agua destilada. De las muestras en PBS se tomó 

una alícuota de γ0 ȝL para la determinación de proteínas totales por Bradford 

(Apéndice B). Las muestras fueron normalizadas a una concentración protéica de 

1 mg/mL en PBS y se realizaron alícuotas (de 220-250 ȝL) que fueron guardadas 

a -80oC hasta su uso. 

Para los estudios de linaje de células espumosas se tomaron biopsias del 

cojinete plantar infectado y del bazo a los días 1, 3 o 7 después de la transferencia 
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de células marcadas (n = 3-5), las cuales fueron fijadas inmediatamente en 10% 

formalina140.  

5.2.4 Obtención de macrófagos derivados de la médula ósea (MDMO). 

Los ratones BALB/c de 6 semanas en adelante fueron sacrificados por 

dislocación cervical y semi-esterilizados con etanol al 70%. En condiciones semi-

estériles (trabajando cerca de un mechero, pasando pinzas y tijeras por la flama, 

uso de 70% etanol en el manejo de equipo y ratón), la piel de las patas traseras 

fue eliminada, el ligamento sobre la rodilla cortado y las articulaciones de rodilla, 

tobillo y cadera fueron luxadas. Los fémures y tibias fueron recuperados y 

guardados en 5 mL iRPMI. Dentro de una campaña de flujo y utilizando equipo 

estéril se cortaron los epífisis de los huesos, los cuales fueron perfundidos con 

iRPMI utilizando una jeringa de insulina, para recolectar y juntas las médulas 

óseas en un caja de Petri de 4 cm de diámetro. Después de homogeneizar por 

pipeteo, y lavar con iRPMI (400 x g, 8-10 min.), una muestra de la suspensión 

celular fue diluido 1:10 con 2% ácido acético/PBS y contado en un hemocitómetro. 

Se cosechó entre 28-60x106 células/ratón. Las células de la médula ósea fueron 

sembradas a una densidad de ca. 1x105 células/cm2 con 0.125-0.2 mL medio de 

cultivo/cm2 en cajas Petri de 10 cm. de diámetro (Corning 430293), equivalente a 

8-10 millones de células/10 mL/placa Petri) suplementado con su medio de 

diferenciación apropiado (vea tabla 5). La mitad del medio de cultivo fue 

reemplazado cada secundo o tercer día hasta su diferenciación (6 días). Las 
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células fueron cosechadas en frío (10-20 min. encima de geles fríos) y con ayuda 

de escrapers (Corning-Costar 3010). Después de homogeneizar las células por 

pipeteo, y lavarlas en PBS (400 x g, 8-10 min.), se tomó una muestra que fue 

diluía 1:2 con 0.4% azul de tripano/PBS para el conteo celular.  

5.2.5 Obtención de células dendríticas derivados de la médula ósea 

(DCDMO). 

El proceso es similar a la generación de macrófagos derivados de la médula 

ósea con las siguientes observaciones y modificaciones. 1) Antes de sembrar las 

células de la médula ósea se aplicó un hemólisis: a 0.5 ml suspensión celular se 

añadió 5 mL amortiguador de lisis 1x (=0.8% NH4Cl/0.08% NaHCO3/0.04% EDTA 

en H2O) y se agitó gentilmente durante 10 min. a temperatura ambiente. Para 

detener la hemólisis se añadió 5 mL de iRPMI frío y se lavó dos veces con iRPMI 

(400 x g, 8-10 min. a 4oC). 2) Durante la diferenciación con el medio para la 

diferenciación en DC, especificado en la tabla 5, se forman neutrófilos y 

macrófagos aparte de las DC141. Para eliminar los neutrófilos consta un par de 

lavados con PBS antes de la cosecha o el marcaje, ya que son células en 

suspensión. Para eliminar los macrófagos se aplicó una depleción magnética 

después de la cosecha. Se concentró la suspensión celular en 100-β00 ȝL y se 

incubó con anti-F4/80 conjugado con biotina (clona BM8, eBioscience, catno. 13-

4801-81), diluido 1:100 en cRPMI, durante 15 min. a temperatura ambiente más 

30 min. a 4oC. Después de lavar 2 veces con 2 mL PBS (400 x g, 4oC) se eliminó 
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todo el sobrenadante, se resuspendieron las células en 90 ´L de ¨label buffer¨ (2 

mM EDTA/PBS pH 7.2, desgasificado), se añadió 10 ´L de la suspensión de 

perlas magnéticas conjugados con streptavidina (Miltenyi Biotec, catno. 130-048-

101), y se incubó durante 15 min. a 4oC en la oscuridad. Se lavó la suspensión 

celular dos veces con el ´¨label buffer¨ (300 x g, 10 min.) y se resuspendieron las 

células en un volumen final de 500 ȝL de buffer de separación (= 0.5% w/v 

albúmina sérica bovina/¨label buffer¨) desgasificado. Se pasó la suspensión celular 

por una columna MS (Miltenyi Biotec, catno. 130-042-201) que atrapa las células 

marcadas con las perlas magnéticas mientras que las DC fueron recolectadas en 

2 mL buffer de separación. Los macrófagos F4/80+ fueron eluidos por fuerza 

cinética y recolectadas en 1 ml buffer de separación. 

Tabla 5. Medios de diferenciación 
 

Base suplementado: 
Para macrófagos 
(MDMO) 

Para DC (DCDMO) 

cRPMI (como especificada en 
la sección 5.1) 
+ suero bovino fetal inactivado 
por calor (56oC, 30 min.) 

30% LCM (vea arriba) 20 ng/mL rmGM-CSF 
20 ng/mL rmIL-4 

 

5.2.6 Marcaje de MDMO y DCDMO con CFSE.  

Las células fueron cargadas con CFSE según las instrucciones del 

proveedor (Molecular Probes, cat.no. V12883). A partir de  un stock de CFSE a 10 

mM en DMSO, se diluyó hasta la concentración deseada (2-50 ȝM) en PBS pre-

ambientado. Primeramente las células fueron lavadas con PBS y después 
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incubadas durante 15 min. a 37oC con la solución CFSE para que el reactivo 

ingresará a la célula. Posteriormente, se realizaron dos lavados con PBS o iRPMI 

frío para eliminar el reactivo no incorporado y las células fueron re-cultivadas con 

cRPMI para activar el CFSE, que consiste en la desacetilación y unión a proteínas 

intracelulares lo cual también genera el fluoróforo. En caso de que las células 

(semi)adherentes se hubiesen desprendidas durante la incubación con CFSE se 

lavó por medio de centrifugación (400 x g, 8 min.). Las células marcadas se 

cultivaron 1 día con cRPMI para que las células pudieron recuperar su morfología 

típica, la cual fue verificada antes de la cosecha. 

5.2.7 Inmunofenotipificación de MDMO y DCDMO por citometría de flujo 

En tubos para citometría de flujo (Falcon 352058) se colocó 50 ȝL de la 

suspensión celular (0.5-1x106 células/cRPMI) en cada uno, seguido de una 

incubación con suero hiperinmune de ratón (que había sido inmunizado con Nb 

muerto por calor: 1:50, 10 min. temperatura ambiente) para bloquear los 

receptores Fc. Posteriormente, se añadió 50 ȝL de una de las siguientes 

soluciones 2x de anticuerpos específicos o de control, diluidos en cRPMI:  

a) CD11b-APC (1:150) +  CD11c-PE (1:40); 

b) F4/80-PE (1:80)  + CD205-APC (1:625); 

c) anticuerpos control de isotipo (1:100), y  

d) el control sin tinción. 
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Las muestras fueron incubadas durante 15 min. a temperatura ambiente más 30 

min. a 4 oC. Después de 3 lavados con 2 mL  PBS frío (400 x g, 10 min.), las 

células fueron resuspendidas en 500 ȝL PBS. En caso necesario, fueron fijadas, 

ya sea en 0.37% formaldehido/PBS a 4oC en la oscuridad hasta su lectura o por 

10 min. en 3.7% formaldehido/PBS a temperatura ambiente seguidos de 3 lavados 

con PBS y otra vez resuspendidas en 500 ȝL PBS y almacenadas a 4oC en la 

oscuridad hasta su lectura. De cada muestra, por lo menos 10,000 células fueron 

analizadas en un FACS-Calibur (BD, San José CA del Servicio de Hematología) o 

un FACS-Canto II (BD, San José CA del Servicio de Hematología o CIDCS) por un 

experto en citometría de flujo (Dr. A.G. Rosas-Taraco). La fluorescencia 

inespecífica fue establecida con la muestra control sin tinción y se determinaron 

las células positivas para cada marcador celular estudiado.  

5.2.8 Prueba de fagocitosis 

Los macrófagos fueron sembrados a 1x105 células/cm2 y se incubaron 4-24 

horas a 37oC, para que se adherieran a la placa. Se añadieron microesferas de 

Látex carboxiladas de β ȝm (Polysciences catno. 18γβ7, Warrington, PA, USA) en 

una razón de 10-30 microesferas/célula y se incubó de 1-4 h a 37oC. El proceso 

de fagocitosis fue detenido por la adición de 2-3 volúmenes de PBS frío y se 

realizaron lavados para eliminar microesferas libres. Opcionalmente, se fijaron las 

células con 10% formalina o metanol absoluto en frío (10 min.). Se contaron 100 

células por duplicado y se determinó el porcentaje de células que habían 



 

 

47 

 

internalizado partículas de Látex. El experimento se repitió en dos ocasiones. Para 

determinar una diferencia significativa entre la capacidad fagocítica de los 

macrófagos marcados y los controles se aplicó una prueba T de Student; un valor 

P < 0.05 fue considerado como significativo. 

5.2.9 Transferencia adoptiva 

Se generó una suspensión celular de 2x105-10x106 células (MDMO o DCDMO 

marcados con CFSE)/mL en PBS; 100 ȝL de esta suspensión (equivalente a  

2x104-1x106células) fue inyectado con una jeringa de insulina en ratones hembra 

BALB/c en los siguientes sitios: 

a) Subcutáneamente en el cojinete plantar izquierdo trasero (o sea el lugar 

de la lesión de actinomicetoma;  

b) intravenosa (i.v.) en la vena caudal, o  

c) intraperitoneal (i.p.). 

Los tiempos experimentados para la transferencia fueron:  

a) 4 h antes de infectar;   

b) 4h después de infectar;  

c) día 15 de la infección;  

d) día 30 de la infección, y  

e) día 50-60 de la infección.  
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Las células´ sobrantes´ fueron re-cultivadas para verificar la recuperación de su 

morfología típica y su capacidad fagocítica y así comprobar que las células 

transferidas estaban en buena condición. 

5.3 Manipulación de las biopsias 

5.3.1 Preparación histológica 

Las biopsias fijadas en 10% formalina140 (8-24 h) fueron lavadas 3 veces en 

PBS (pH7.γ; cada lavado ≥ β h), y guardadas en 30% sucrosa (Sigma no. 

S0389)/PBS a 4oC durante al menos 1 día142, antes de ser incluidas en OCT 

(Tissue Tek 4583) y congeladas a -20oC procurando la oscuridad a través de todo 

el proceso. Se realizaron cortes de criostato de 10 ȝm (realizado por el Mtro. Viktor 

Romero en el departamento de Histología de la Fac. de Medicina de la UANL) a 

diferentes profundidades de la biopsia, los cuales fueron recolectados en un 

portaobjeto cubierto con Polysine (Thermo Scientific,  catno. P4981-001) por 

triplicado e inmediatamente mantenidos en oscuridad antes de su almacenamiento 

a -20oC hasta su uso. 

5.3.2 Tinción de lípidos neutros 

Para la tinción de los lípidos de las gotas lipídicas, se aplicó el fluorócromo 

Rojo de Nilo(Molecular Probes, N1142, Eugene, Oregon, USA)143. Un stock de 1 

mg/mL en metanol (Sigma), mantenido a 4oC en oscuridad, fue diluido 1:3,333 en 
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PBS pH 7.3. Los cortes fueron incubados con la solución de Rojo de Nilo (300 

ng/mL) durante 15 min. a temperatura ambiente. Posteriormente, las laminillas 

fueron lavados 2-3 veces con PBS, montadas en Vectashield con DAPI (Vector 

Laboratories, catno. H-1200) y selladas con esmalte transparente. Las laminillas 

fueron analizadas en un microscopio confocal LSM700 o LSM710 (Zeiss) 

controlado por software Zen2011 (Zeiss), ambos manejados por un experto (Dr. 

Juan Carlos Segoviana-Ramírez, CIDICS). Para la visualización de los 

componentes teñidos con los diferentes fluoróforos se emplearon las siguientes 

ondas de longitud:  

a) Núcleos fueron teñidos con diamino-2-fenilindole (DAPI): そEx/Em = 360/458-531 

nm;  

b) Células transferidas fueron marcadas con CFSE: そEx/Em = 488/490-569  nm, y 

c) Gotas lipídicas fueron teñidos con Rojo de Nilo: そEx/Em =  591/594-692 nm o de 

manera alternativa そEx/Em = 514/528 nm 143. 

5.3.3 Extracción del RNA 

A partir del homogeneizado en Trizol (1 mL) se extrajo el RNA adicionando  

0.2 mL de cloroformo (Sigma, catno. E7023), se agitó vigorosamente por inversión 

manual por 15 s, se incubó al menos 3 minutos a temperatura ambiente y 

finalmente se centrifugó a 11,000 x g por 15 min. a 4oC. La fase acuosa fue 

trasladada a un microtubo limpio y los ácidos nucléicos fueron precipitados por 

adición de 0.5 mL isopropanol (Sigma, catno. I9516) frío, se invirtió el microtubo 10 
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veces y se incubó durante 10 min. a temperatura ambiente, para continuar con 

una centrifugación a 11,000 x g por 10 min. a 4oC.  Se descartó el sobrenadante y 

se lavó la pastilla con 1 mL de 70% etanol/H2O pura tratada con 

dietilpirocarbonato (H2O-DEPC), se mezcló con el Vortex y se centrifugó a 7400 x 

g por 5 min. a 4oC. Se descartó el sobrenadante y se dejó evaporar el resto del 

etanol a temperatura ambiente (aproximadamente 20-25 min.) hasta que la pastilla 

resultó semi-seca. Para eliminar el DNA, se disolvió la pastilla en 5-7 ȝL H2O-

DEPC y se incubó con 1 ȝL del amortiguador de DNasa 10x más 2-4 ȝL de DNasa 

(Promega catno. M6101), generando un volumen final de 10 ȝL, durante 30 min. a 

37oC. La reacción fue detenida al añadir 1 ȝL solución ´DNAse-STOP´ (Promega) 

con una incubación a 65oC por 10 min. Para eliminar los reactivos del tratamiento 

con DNasa se repitió la extracción adicionando 1 mL de Trizol, se mezcló con un 

Vortex y se incubó 5 min. a temperatura ambiente para después repetir la 

extracción de RNA según lo descrito anteriormente, pero en ésta ocasión, después 

de evaporar el etanol, se disolvió la pastilla de RNA en 32 ȝL H2O-DEPC. Se 

determinó la concentración y pureza del RNA total mediante espectrofotometría 

(BioRad SmartSpec) realizando diluciones 1:100 en Tris/EDTA (10 mM/1mM, pH 

8.0; TE) y esta solución fungió como blanco. La concentración del RNA en ng/ȝL 

fue estimado multiplicando la densidad óptica (DO) a 260 nm por 40 y la factor de 

dilución. Como criterio de pureza, se exigió  una razón DO260/280 > 1.7 (Apéndice 

C).  Las muestras fueron almacenadas a -80oC hasta su uso. 
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5.3.4 Retrotranscripción 

A partir del RNA total extraído de las biopsias obtenidas a los diferentes 

tiempos, se realizó el procedimiento para obtener cDNA. Primeramente, se 

desnaturalizaron las sondas tipo hexámeros al azar y las muestras de RNA total 

durante 5 min. a 70oC en un bloque térmico (Labnet) y después, éstas fueron 

mantenidas en hielo. Se preparó la mezcla de transcripción: 4 ȝL amortiguador 5x, 

2 ȝL de un stock 10x de ditiotreitol (conc. final 10 mM), 2.5 ȝL de una solución de 

desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP; conc. final 10 mM, Epicentre D08104), 2 

ȝL solución de sondas al azar (previamente desnaturalizada; conc. final 10 ng/ȝL; 

Invitrogen no. 48190-011), 2 ȝg de RNA (previamente desnaturalizado)  y H2O-

DEPC hasta un volumen de 19 ȝL, para al final añadir 1 ȝL de la enzima (M-MLV-

RT: Invitrogen no. 28025-013). La retrotranscripción se llevó a cabo en un 

termociclador (PTC200, MJ Research)  con el esquema: 1h 37oC, 15 min. 70oC, 1 

min.  4o C. Se determinó la concentración y pureza del cDNA mediante 

espectrofotometría (BioRad SmartSpec) realizando diluciones 1:100 en TE. La 

concentración del cDNA en ng/´L fue estimado multiplicando la DO260 por 50 y la 

factor de dilución. Como criterio de pureza, se exigió  una razón DO260/280 > 1.7; 

Apéndice D). Las muestras fueron almacenadas a -20oC hasta su uso. 

5.3.5 RT-PCR semi-cuantitativa (qPCR) por SYBRGreen 

Por duplicado, se mezcló 500 ng de cDNA  con 5 pmol (1 ȝL) de cada stock 

de primer de 5ȝM, 10 ȝL IQTM SYBRGreen Supermix 2x (BioRad, catno. 170-
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8880), y  H2O-DEPC hasta un volumen final de 20 ȝL. Las reacciones de PCR 

fueron llevados a cabo en un termociclador CFX96 (BioRad, Hercules, CA). Las 

condiciones de amplificación fueron: 50oC 10 min., 90oC  3min., y 40 ciclos de 

90oC  30 s, y Tóptima
oC  30 s (vea tabla 3). Para la curva de disociación se aumentó  

la temperatura de 65oC a 95oC con intervalos de 0.5oC durante 5 s y una lectura 

en cada paso. En experimentos preliminares se comprobaron: 1) la capacidad de 

amplificación de los primers; 2) su especificidad por medio de la curva de 

disociación probando diferentes temperaturas de alineamiento/amplificación y 

concentraciones de los primers; y 3) su eficiencia (E) mediante una curva estándar 

con diluciones en base de log10 del cDNA, considerando que una eficiencia de 

100% genera un factor de amplificación igual a 2). El ciclo umbral (Ct, por sus 

siglas en inglés) del gen de interés fue normalizado con el Ct del gen de referencia 

(GAPDH) para obtener  el ǻCt de cada muestra individual. Posteriormente, se 

determinó  el ǻǻCt (ǻCt de la muestra de día 0 o de la primera con una señal 

detectable - ǻCt muestra de los días posteriores) y la expresión relativa (ER) fue 

calculada empleando el método de Livak con la fórmula de 2-ǻǻCt 144.  

5.3.6 RT-PCR semi-cuantitativa por Taqman 

Por duplicado, se mezcló 500 ng de la solución de cDNA  con 0.5  ȝL de la 

solución con primers y sonda específicos 20x (Taqman; especificaciones en 

sección reactivos) –utilizándola como 40x-, 10 ȝL del 2x IQTM Supermix (BioRad 

cat.170-8862) y H2O-DEPC generando un volumen final de 20 ȝL. El programa del 
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termociclador fue según las indicaciones del proveedor: 50oC 2 min, 95oC 10 min, 

y 40 repeticiones de 95oC 15 s y 60oC 1 min (Applied Biosystems). La expresión 

génica relativa fue calculada como se describió en la sección anterior.  

5.3.7 Cuantificación de proteínas por Bradford 

Se utilizó una curva estándar generado desde una solución de albúmina sérica 

bovina (ASB, Serologicals 81-003-07). Una solución stock de ASB (1 mg/mL) fue 

diluido 1:50 en H2O destilada. Se realizaron 5 estándares y un blanco como 

especificado en la tabla 6. 

Tabla 6. Preparación de la curva estándar y muestras en la prueba Bradford 
 

ASB (´g/mL) ASB 1:50 (ȝL) H2O (ȝL)
  

Reactivo 
Bradford* (ȝL) 

0 - 200  
 
200 
 

2 20 180 
6 60 140 
10 100 100 
14 140 60 
18 180 20 
Dilución muestras Muestra (ȝL) H2O (ȝL)

  
Reactivo Bradford 
(ȝL) 

1:10 10 (de muestra 
original) 

90  
200 

1:100 20 ( de 1:10) 180 
1:500  4  (de 1:10) 196 
1:1000  2 (de 1:10) 198 
* Reactivo de Bradford (vea sección 5.1 reactivos y su preparación) 
 
Después de añadir la solución de Bradford se agitó fuertemente y se transfirieron 

150 たL a pocillos de una placa de poliestireno (Costar) por duplicado. La  placa fue 
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leída en un lector de placas a DO595 (iMark MicroPlate Reader + Microplate 

Software Manager 6, BioRad) antes de pasar 30 min. 

5.3.8 ELISA 

Se cuantificaron las citocinas a partir de las muestras homogeneizadas en 

PBS y normalizados a 1 mg proteína/mL por medio de diferentes kits de ELISA 

según las indicaciones de los proveedores (M-CSF: Peprotech no. 900-K245; GM-

CSF, IL-4 e IL-13; Ready-Set-Go eBioscience cat.no. 88-7334-22, 88-7044-22, 88-

7137-22. respectivamente). En breve, los pocillos fueron cubiertos con el 

anticuerpo de captura durante toda la noche, bloqueados con una solución 

protéica (1 h), y después se  incubó con 100 ȝL de las muestras o las diluciones 

1:2 de la serie estándar por duplicado (2h), seguido por una incubación de 1-2h 

con el anticuerpo de detección conjugado con biotina y por el complejo avidina-

peroxidasa de rábano con lavados (5 x 250-γ00 ȝL de PBS/0.1% Tween β0 

(Sigma P1379) entre cada paso. Al final se añadió 100 ȝL del sustrato más el 

cromógeno. Cuando el cromógeno fue tetrametilbenzidina (TMB) (en el caso de 

los ELISAs ebioscience), se detuvo la reacción con 50 ȝL 1M ácido sulfúrico y se 

leyó a DO450 (iMark MicroPlate Reader + Microplate Software Manager 6, BioRad). 

Cuando el cromógeno fue el ácido sulfónico de azino-di-etilbenztiazolina (ABTS), 

se realizó un monitoreo de la placa a DO415 cada 5 min., asegurando que el DO415 

del estándar 0 no sobrepasase 0.2 unidades ni el DO415 del estándar mayor a 1.2 

unidades. Se calculó la concentración de la citocina en una muestra después de 
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promediar los valores de los duplicados y por intrapolación de la curva estándar de 

cada placa. 

5.4 Análisis estadístico 

 En las pruebas de Bradford y ELISA, para cuantificar proteínas por medio 

de la intrapolación de las rectas de las curvas estándar, se exigió un r2 > 0.99. 

 Para correlacionar la inflamación con la expresión relativa de los 

marcadores y citocinas, o éstos entre sí, se determinó el coeficiente de correlación 

de Pearson (r) de los medias de los variables. Considerando que se analizó 

material biológico con un n = 5 y amplia variabilidad, un < -0.7 r  > 0.7 fue 

interpretado como una correlación fuerte. 

 La prueba T de Student fue empleada para comparar dos grupos con 

distribución normal.  

La prueba de ANOVA con prueba posterior de Tukey se utilizó para la 

comparación múltiple de grupos con distribución paramétrico. Mientras la prueba 

Kruskal-Wallis en combinación con la prueba de Comparaciones Múltiples de 

Dunn fue usada para analizar diferencias significativas entre grupos que no tenían 

una distribución normal.  

 En todas las pruebas estadísticas, se consideró un P < 0.05 como valor 

significativo.  
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CAPÍTULO 6 

RESULTADOS 

6.1   Precursores de las células espumosas 

6.1.1 Generación de posibles precursores singénicos y marcaje 

6.1.1.1 CFSE no afecta el fenotipo ni la funcionalidad de MDMO 

Las células de la médula ósea cultivados con 30% LCM se diferenciaron en 

macrófagos vírgenes en 5-6 días. En la figura 3 se puede observar como las 

células hematopoyéticas redondas y flotantes de la médula ósea se convirtieron 

en células adheridas con una morfología típica de macrófagos. La incubación con 

CFSE a concentraciones igual o mayor a 10 µM no afectó la viabilidad y la 

morfología de las células sobrevivientes, las cuales se volvieron más redondas. 

Incubaciones con CFSE a una concentración menor (2 µM) sólo causo un efecto 

temporal en la morfología de las células, recuperando su morfología típica al día 

siguiente del marcaje (fig. 3E y F). 

El CFSE a 2 µM tampoco afectó la expresión de marcadores de superficie. 

A grandes rasgos, los macrófagos marcados con CFSE tenían el mismo perfil de 

expresión de los marcadores de superficie como los que no eran marcados: 

positivos para el CD11b (parte de la integrina alfa M o Mac-1), CD11c (parte de la 
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integrina alfa X o p150, 95)  y el  F4/80 (un receptor de manosa para macrófagos 

murinos), pero negativos para el marcador de un subclase de células dendríticas 

el CD205/DEC-205 (fig. 4; tabla 7). Al comparar los macrófagos marcados  con 

CFSE con los controles se nota que no sólo se incrementa la señal en el canal del 

FITC/CFSE sino también en el canal de la ficoeritrina (PE) (fig. 4D), ya que la 

señal fuerte del CFSE influye en la detección de la señal de la ficoeritrina. Este 

fenómeno explica la mayor intensidad en los señales de CD11b y F4/80 en los 

células marcados con CFSE y que fueron detectados con ficoeritrina.  Tomando 

este artefacto de la técnica en cuenta se puede considerar que el perfil de 

marcadores no se ve afectado por el marcaje con CFSE.  

 
Figura 3.  El marcaje con CFSE no altera la morfología  de los MDMO.  
Las células hematopoyéticas de la médula ósea en cultivo (A, día 0) con 30% 
LCMse diferencian en 6-7 días en macrófagos (MDMO) (B).  Durante la incubación 
con el CFSE no metabolizado las células cambian temporalmente de morfología 
(D), pero recuperan su morfología una vez metabolizado intracelular (E). El 
marcaje exitoso con CFSE es comprobable con un aumento en el canal FITC 
durante citometría de flujo en el canal FITC (F) en comparación con el control (C). 
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Figura 4.  El marcaje con CFSE no altera el fenotipo de los MDMO. Los 
MDMO, menos el control (CTR), fueron incubados con una mezcla de anticuerpos 
conjugados con APC o PE además de un suero hiperinmune de ratón. Los MDMO 
sin marcaje (A, B, y C) y los MDMO marcados con CFSE (D, E, y F) fueron 
inmunoreactivos con anticuerpos típicos para macrófagos como el CD11b-APC, el 
CD11c-PE y el F4/80-PE, pero mucho menos con el CD205-APC, típico de DC. 
 
Tabla 7. El marcaje con CFSE no altera significativamente el perfil de 
marcadores de MDMO. 

 % MDMO inmunoreactivos para un marcador: 

CD CD11b-APC CD11c-PE F4/80-PE CD205-APC 

MDMO CFSE- 73.0 97.0 98.5 6.0 

MDMO CFSE+ 67.3 99.2 99.5 12.0 
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El índice de fagocitosis no fue afectado por el marcaje con β ȝM CFSE (fig. 

5). En la figura 5 se observa que la gran mayoría de los macrófagos están llenos 

con partículas de Látex. El índice de fagocitosis de los macrófagos CFSE+ fue de 

0.96 (±0.03) versus los controles 0.975 (±0.02). La diferencia no es significante (P 

= 0.363). 

 

 
Figura 5. La capacidad de fagocitosis es intacta en los MDMO CFSE+. 
Los macrófagos control (A y B) y los CFSE+ (C y D) fueron incubados con 
partículas de Látex con una razón partícula:M席 de 30:1 durante 3 h. 
Fotomicrografías panorámicas A y C: 100x; fotomicrografías de un detalla B y D: 
200x + zoom digital. 
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6.1.1.2 Depleción de células contaminantes del cultivo de DCDMO 

La diferenciación de DCDMO con GM-CSF e IL-4 genera una mezcla de 3 

células: a) las DC semi-adherentes, b) macrófagos adherentes,  y c) neutrófilos en 

suspensión141 (fig. 6A). Para eliminar los neutrófilos es suficiente cambiar el medio 

y/o hacer lavados con PBS. La depleción de macrófagos se logró por uso de un 

anticuerpo anti-F4/80 biotinilado y partículas magnetizadas conjugadas con 

estreptavidina. La figura 7 ilustra que la fracción DC fue depletada de macrófagos 

F4/80+. El marcaje con CFSE (fig. 6D), según la optimización comprobada en 

macrófagos (vea sección anterior), causó una disminución en la adherencia de DC 

(fig. 5C). 

 

Figura 6. Células (semi-)adherentes  derivadas de la médula ósea, cultivadas 
con GM-CSF e IL-4.  A y B,  Control sin CFSE (leído en el canal del FITC) a 5 
días. DC = célula dendrítica inmadura, m席 = macrófago.  C y D, marcado con 
CFSE. 
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Figura 7. DC depletadas de macrófagos F4/80+. DC CFSE- sin tinción por 
marcadores (A) fueron separados en B) una fracción de macrófagos (F4/80+) y C) 
una fracción libre de macrófagos. 

6.2   Transferencia adoptiva de macrófagos y DC marcados 

6.2.1 Rastreo de las células transferidas en el actinomicetoma 

Para la optimización de la técnica de la transferencia adoptiva se emplearon 

los MDMO por ser más fáciles  de generar. En cuanto al sitio de transferencia, 

resultó imposible encontrar células marcadas en la lesión después de 

transferencias por vía i.p. o i.v. Esto no fue sorprendente al considerar que 

probablemente la mayoría de las células transferidas son atrapadas en órganos 

como el bazo, el hígado u otros tejidos. Por lo anterior, la transferencia in situ tiene 

la ventaja de requerir menos células.  En cuanto al momento de la transferencia, 

resultó exitoso transferir las células marcadas en una lesión de 15-50 días. Las 

primeras transferencias se realizaron el mismo día de la infección con Nb ya sea 4 
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h antes o después, pero no se pude rastrear las células en las biopsias tomadas a 

3, 7 o 15 días después de la transferencia. Una transferencia a lesiones igual o 

mayor de 60 días puede ser exitosa pero está la posibilidad de perder células al 

momento de transferir debido a las fistulas con aperturas hasta la superficie que 

se han formado en la lesión con cicatrización. La tabla 8 resume las condiciones 

empleadas en transferencias adoptivas donde se obtuvieron los mejores 

resultados. 

 
Tabla 8.  Condiciones de la transferencia adoptiva exitosa. 

Variable Descripción 

Marcaje CFSE 
Concentración de CFSE a 1-β ȝM, con cambios a las 
instrucciones del proveedor (vea discusión sección 4.1.2). 
Cosecha al día siguiente. 

Lugar de 
transferencia 

En la lesión, es decir en el cojinete planta izquierdo trasero 
(infectado). 

Cantidad de 
células 

5 x104 – 5 x105 células viables en 100 ȝL de PBS. 

Momento de la 
transferencia 

15-50 días después de la infección. 

Momento de la 
biopsia 

3-7 días después de la transferencia. 

Medida de control 
Resembrar células sobrantes para verificar al día siguiente su 
morfología típica y/o su funcionalidad (con una prueba de 
fagocitosis). 
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6.2.2 Macrófagos y DC marcados en el anillo fibroso  y acumularon gotas 

lipídicas 

Los macrófagos y DC que habían sido transferidos en una infección de 30 

días fueron rastreables 7 días después en la periferia de los microabscesos, 

yuxtapuestos a fibroblastos (fig. 8A  y 8C, respectivamente), en el lugar típico de 

las células espumosas. Además, al teñirlos con Rojo de Nilo, se comprobó que 

habían acumulados gotas lipídicas fig. 8B y 8D). Obviamente, también macrófagos 

y DC del hospedero podrían acumular gotas lipídicas, por lo cual algunas células 

mostrados se tiñeron de rojo sin tener la señal del CFSE en verde. 
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Figura 8. Macrófagos y DC se convierten en células espumosas. Macrófagos (M席) (A) 
o DC (C) CFSE+ fueron transferidos en día 30 de la infección y detectados 7 días 
después en el sitio del anillo fibroso del microabsceso. M思 (B) y DC (D) acumulan lípidos. 
B1 y D1: contratinción de núcleos con DAPI (azul); B2 y D2: rastreo de células CFSE+ 
(verde); B3 y D3: tinción de gotas lipídicas con Rojo de Nilo (rojo). B y D son imágenes 
compuestas: resp. B1, B2, y B3, y D1, D2, y D3. F = fibroblasto. En los cuadros resaltan 
tanto células transferidas que contienen gotas lipídicas como células propias del 
hospedero que se tiñeron de rojo por la tinción de gotas lipídicas. 
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6.3   Factores en el microambiente involucrados en la posible diferenciación 

de precursores de células espumosas 

6.3.1 Niveles de expresión relativa de los transcritos de las citocinas 

6.3.1.1 Validación y optimización del PCR con primers SYBRGreen 

Una vez que la temperatura óptima de alineación fue establecida (vea 

material y métodos, tabla 3) se comprobaron la especificidad y la eficiencia del 

sistema de amplificación con los SYBRGreen primers: a) El pico único en las curva 

de disociación demuestran un producto único (fig. 9). b) Obtuvimos eficiencias 

entre 98.9% y 105.7% en las curvas estándar, las cuales son eficiencias 

aceptables, ya que se considere que eficiencias entre 90 y 105% indican que 

ocurre una duplicación de los productos específicos en cada ciclo de amplificación 

(Real-Time PCR Applications Guide, Bulletin 5279, Bio-Rad). 
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Figura 9. Especificidad y eficiencia de los ensayos de RT-qPCR con 
detección por el sistema SYBRGreen. Las figuras A, C, y E demuestran el la 
especificidad del sistema de detección por los picos únicos en las curvas de 
disociación de los productos de M-CSF, GM-CSF e IL-13 respectivamente, 
mientras que las figuras B, D, y F demuestran el r2 y la eficiencia en las curvas 
estándar de los mismos. 
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6.3.1.2 La expresión relativa in situ de IL-13 y GM-CSF aumenta durante 

la infección con Nb 

Observando las curvas de amplificación de los ensayos RT-PCR (fig. 10) se 

nota fácilmente que el gen de referencia gapdh fue expresado más que las 

citocinas ya que el ciclo umbral (Ct) de sus curvas estuve en el rango 21-22, 

mientras el rango Ct de las citocinas, en orden de mayor a menor expresión, fue: 

M-CSF (23-27) > IL-13 (25-35) > GM-CSF (32-40) > IL-4 (38.4-39.2). Aunque el 

control sin ´template´ (curva azul) generó una señal ruido en los casos de GAPDH 

y M-CSF, la distancia con la señal específica fue suficiente grande para validar los 

primers. Pero no fue así en el caso de IL-13, donde el Ct de los días 0 y 0.5 no fue 

significativamente diferente al Ct del ¨non-template¨ control (P = 0.09). Sin 

embargo, desde el día 1 el Ct sí fue diferente en comparación con el ¨non-

template¨ control (P < 0.02), y por ende es probable que fue expresado desde este 

momento. 

El M-CSF fue el que más se expresó, tanto en homeostasis como durante la 

infección. Su expresión aumentó durante la inflamación, con un máximo de 5.7 x; 

error estándar de la media (SEM) 1.6 pero, no hube diferencia significativa en 

niveles de expresión normalizados con el gapdh y en comparación con el día 0 o 

entre otros grupos (fig.11). 

El GM-CSF no fue detectable en homeostasis, pero, una vez detectado en 

un ratón a 0.5 día y en todos los ratones a 1 día, continuó aumentando su 

expresión mientras transcurría la infección, sólo interrumpido con una disminución 
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temporal a día 15 (fig. 11). El día 60 fue cuando más se expresó GM-CSF con una 

expresión relativa de 129 x, SEM 55; P = 0.047. 

La IL-4 tampoco fue detectable en la homeostasis y solamente a niveles 

muy bajos durante la inflamación aguda. Con excepción del grupo de 0.5 día, al 

menos un ratón no expresaría un nivel detectable de IL-4 en los diferentes grupos 

de inflamación (fig.11). No hube diferencia significativa entre los grupos que 

expresaron IL-4. 

La expresión in situ de IL-13 aumentó durante la inflamación aguda (60 x, 

SEM 18) pero sin significancia estadística, y después de una disminución temporal 

durante la semi-resolución de la fase aguda (18 x), la expresión se incrementó 

nuevo y significativamente durante la inflamación crónica (152 x SEM 35; P = 

0.003) (fig. 11).  

Los perfiles de expresión relativa in situ de GM-CSF e IL-13 durante la 

infección con Nb resultaron muy similares. Al compararlos, se obtuve un 

coeficiente de correlación de 0.97 (Apéndice E). 
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Figura 10. Resultados de los RT-qPCR de las citocinas. Se extrajó RNA de 
biopsias homogenizadas obtenidas (n=5), lo cual (2 ȝg) sirvió como molde para 
generar cDNA con hexámeros al azar y M-MLUV, lo cual (500 ng) fue amplificado 
por RT-PCR con el sistema de detección de SYBRGreen o Taqman-FAM (por 
duplicado). NTC = non-template control (por sus siglas en inglés). 
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Figura 11. Los transcritos in situ de IL-13 y csf2/GM-CSF aumentan más de 
100x  durante la infección con Nb. ER = expresión relativa  fue determinado por 
el método SYBRGreen o Taqman con el gen gliceraldehide-3-fosfato 
deshidrogenasa como referencia. Los box plots de expresión relativa indican la 
mediana, el cuadrante 75% (barra-superior) y el cuadrante 25% (barra-inferior) y 
los extremos: máximo (línea arriba), mínimo (línea abajo).Se presenta el mejor de 
2 experimentos independientes  con resultados similares. La prueba Kruskal-
Wallis fue empleada para calcular el valor P (n=5, por duplicado). El experimento 
fue repetible con resultados similares.  
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6.3.2 Cuantificación de citocinas in situ  

6.3.2.1 M-CSF aumenta en la inflamación crónica 

El M-CSF fue la citocina más producida durante la infección por Nb, sus 

niveles más altos alcanzaron los 85 + 19  pg/mg de proteína en la homeostasis; 

durante la inflamación aguda y su semi-resolución osciló entre 58 y 100 pg/mg 

proteína sin presentar cambios significantes. Sin embargo, el nivel de M-CSF se 

duplicó de manera significante a ca. 188 + 42 pg/mg proteína una vez que se 

había establecido el actinomicetoma en la inflamación crónica (día 60) (fig. 12). 

Los niveles de las otras citocinas fueron mucho menores, ca. 25-30 pg/mg 

proteína, en homeostasis y no mostraron cambios significativos durante la 

infección, con excepción de una disminución significativa a día 15 en comparación 

con los otros tiempos de la misma citocina (fig. 12). A nivel de proteína no se 

reflejó el aumento en las citocinas GM-CSF e IL-13 observado a nivel de 

transcritos. 
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Figura 12.  Cuantificación de citocinas in situ. Biopsias de diferentes momentos 
durante la infección (n=5) fueron homogenizadas, normalizadas a 1 mg 
proteína/mL PBS y evaluadas en duplicado por medio de ELISA. Se graficó el 
promedio (+ SEM). Métodos estadísticas incluyeron, 1-way ANOVA y la prueba 
múltiple de Bonferoni. 
 
 

6.3.3 Niveles de expresión relativo de marcadores de macrófagos M1 y M2 

6.3.3.1 Los marcadores de macrófagos M2 demuestran un perfil de 

expresión opuesto 

La expresión del marcador de macrófagos M1, nos2/iNOS, aumentó de 

manera significante (P < 0.0001) inmediatamente después de la infección, 
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alcanzando su máxima expresión relativa (ER) durante la inflamación aguda (días 

3 y 7 de la infección, respectivamente 827, SEM 158 y 922, SEM 177; ambos P = 

0.0008), después disminuyó algo (ER 498-623, SEM 58-222), pero sostuvo un 

aumento significativo en comparación con el control, 3x10-5< P <0.02 (fig. 13).  

 Los marcadores de los macrófagos M2 demostraron expresiones relativas 

casi opuestas. El chi3L3/Ym1 no fue detectable en la homeostasis, fue inducido a 

las 12h de la infección y alcanzó rápidamente su máximo expresión lo cual era 17 

(SEM 8: P = 0.05) veces mayor al nivel de la primera detección a 12h. En la 

inflamación crónica (día 60 de la infección) su expresión disminuyó pero siguió 

siendo detectable, pero no significativamente diferente a la expresión de 12 h (P = 

0.343).  

Al contrario, la expresión de retnla/FIZZ1 fue más alta en la homeostasis y 

ésta disminuyó significativamente en respuesta a la infección, especialmente 

durante la inflamación crónica donde el día 60 tuve una expresión relativa de 

3.2x10-4 (P = 8x10-4) (fig. 13). El coeficiente de correlación entre el tamaño de la 

lesión (Apéndice A) y la expresión de retnla fue -0.84 (Apéndice E), indicando una 

relación negativa entre el tamaño de la lesión y la expresión de retnla. 

Sorpresivamente, la expresión de chi3L3/Ym1 en el bazo de un ratón de 30 

días de infección fue alta (curva roja, Ct 25.86) mientras que la expresión más alta 

en la lesión tuve un Ct de 27.5. El retnla/FIZZ1 se pudo detectar en el bazo pero 

no resaltó como el Ym1. 
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Figura 13. Aumento de la expresión relativa de nos2 (marcador M1) y chi3l3 
(marcador M2), pero disminución de retnla (marcador M2). ER = expresión 
relativa (2-ǻǻCt) fue determinado por el método Taqman con el gen gliceraldehide-
3-fosfato deshidrogenasa como referencia. Se muestra el mejor de 2 experimentos 
independientes  con perfiles similares. La prueba Kruskal-Wallis fue empleada 
para calcular el valor P (n=5, por duplicado). NT = non-template control. 
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CAPÍTULO 7 
 

DISCUSIÓN 

La generación de MDMO con medio condicionado de L929 generó un 

cultivo celular homogéneo con características morfológicas e inmunofenotípicas de 

macrófagos. Sin embargo, la diferenciación de DCDMO con GM-CSF en presencia 

o ausencia de IL-4 generó una mezcla de DC mieloides, macrófagos y neutrófilos, 

como se ha descrito en la literatura141, por lo cual resultó necesario usar técnicas 

de depleción145 de los neutrófilos y macrófagos. Considerando el objetivo de la 

tesis, fue muy importante eliminar los macrófagos, y seleccionamos la depleción 

de macrófagos con F4/80, aceptando la pérdida de una subpopulación de DCDMO  

F4/80+146. Otra opción podría haber sido la diferenciación con el Flt3L, lo cual 

genera DC en números mayores y más homogéneas146. Las DC generadas con 

FLt3 resultan ser más pequeñas, más móviles, además de secretar menos 

citocinas pro-inflamatorias en respuesta a la estimulación de diferentes TLRs. Por 

lo tanto, las DC generadas con Flt3L se asemejan más a DC en la homeostasis, 

mientras que las DC generadas con GM-CSF e IL-4 se parecen más a TipDC146, 

147 (vea también la fig. 2), aunque reportes anteriores sugirieron lo contrario148. 

Además, es conocido que al aumentar el tiempo de diferenciación hasta 9 o 12 

días se genera DCDMO más maduras e inclinadas hasta cierto tipo de 
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activación146. Para procurar DCDMO más inmaduras y vírgenes decidimos 

minimizar el tiempo de diferenciación a 6 días. La falta de dendritas pronunciadas 

en las DCDMO es una característica de las DC inmaduras. 

 

Aunque los experimentos preliminares indicaron una supervivencia de 90% 

de los macrófagos 3 días después de que habían sido incubados con 10 ´M 

CFSE, bajamos la concentración a 2 ´M para disminuir la interferencia de la señal 

de CFSE en la inmunotipificación con PE. Sin embargo, al momento de intentar de 

cosechar las células a corto plazo después del marcaje, 0.5-1 h para los 

experimentos de transferencia, ocurrió mucha muerte celular. Para evitar tal 

problema, decidimos recuperar las células marcadas hasta el siguiente día. El 

fenómeno que el marcaje con CFSE es delicado y sí afecta a las células en cierto 

grado, aunque aceptable, se ve reflejado en las modificaciones en el proceso de 

marcaje introducido por diferentes investigadores, tales como disminuir el tiempo o 

la temperatura de incubación con CFSE149 y/o incubar en una solución que incluye 

una proteína como albúmina sérica bovina o SBF150. Para nuestros estudios de 

transferencia adoptiva con células marcadas procuramos re-cultivar células 

marcadas para evaluar si viabilidad y funcionalidad, además de contar sólo las 

células viables. 

 

Los macrófagos y DC singénicos transferidos en el actinomicetoma de 

treinta días fueron localizables en el lugar típico de las células espumosas, es 
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decir, asociado con el anillo fibroso de un microabsceso y además se tiñeron con 

el rojo de Nilo indicando que efectivamente se habían diferenciado en células 

espumosas. La diferenciación de macrófagos en células espumosas se ha descrito 

en varias enfermedades entre los cuales se encuentran las infecciosas97. Por otro 

lado, la diferenciación de DC en células espumosas se ha sugerido en 

aterosclerosis122, pero no se ha reportado en infecciones, no obstante está 

reportada la presencia de  macrófagos espumosos con un perfil DC en la 

tuberculosis123.  En la mayoría de los casos, el linaje de la célula espumosa es 

identificado por marcadores superficiales. Pero es difícil, si no imposible, encontrar 

marcadores exclusivos para cualquiera de las células: macrófago o DC. Tsakiris 

reportó que la carboxipeptidasa M, cuya expresión aumenta en las células 

espumosas, es inducida en macrófagos o células dendríticas después de la 

diferenciación de monocitos con M-CSF o GM-CSF y además por la exposición a 

lipoproteínas de baja densidad151. Este es el primer estudio que aplicó la técnica 

de transferencia adoptiva de células identificadas anteriormente como macrófago 

o DC para estudiar su diferenciación en células espumosas en un modelo de 

infección, y permite concluir que tanto macrófagos como DC se convierten en 

células espumosas en el actinomicetoma experimental inducido por Nb. 

La diferenciación de DC y macrófagos en células espumosas es otra 

muestra de la enorme similitud entre estas dos células. Originalmente, la DC fue 

identificada como una célula con un fenotipo diferente a lo del macrófago y una 

función especial54, incluso se descubrió un linaje especial para la DC152, 
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fortaleciendo el concepto de ser una célula diferente al macrófago. Sin embargo, la 

brecha entre estas dos células disminuyó con el descubrimiento de 1) DC 

diferenciadas desde el monocito en un ambiente inflamatorio, 2) TipDC con una 

funcionalidad idéntica al macrófago M173, y 3) la falta de exclusividad en los 

marcadores124, 126, 153-155.  

 

Los precursores de las células espumosas en el actinomicetoma podrían 

estar en su estado proinflammatorio (M1, TipDC)  o anti-inflamatorio (M2, cDC). 

Parece lógico suponer que un estado anti-inflamatorio podría favorecer la 

supervivencia de Nb dentro de la célula, pero en la literatura existe controversia 

sobre el tipo de activación de estas células en diferentes modelos de infección. 

Los antecedentes en nuestro laboratorio indican que las células espumosas eran 

TNF-ɲ negativas38, tal como fue reportado antes por Ares156, un fenotipo 

consistente con los macrófagos M2. Stenzel reportó que las células espumosas en 

el criptococcosis cerebral efectivamente eran macrófagos M2 Ym1+ 97. Por otro 

lado, Higgins reportó que un ambiente pro-inflamatorio, rico en GM-CSF, favorecía 

la aparición de células espumosas, mientras que un tratamiento con M-CSF, más 

relacionado con macrófagos M2, causó la disminución de células espumosas en 

un modelo de tuberculosis136.  

Nuestros resultados de la expresión de marcadores de macrófagos M1 

(iNOS) y M2 (Ym1 y FIZZ1) indicaron que la expresión de iNOS aumentó de 

manera importante durante la inflamación, lo cual indica que el ambiente pro-
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inflamatorio está altamente activado. Esto es consistente con la presencia local de 

IFN-け reportado por nuestro grupo36, 41. Resulta importante mencionar que la 

presencia de los transcritos iNOS no asegura la producción del óxido nítrico. 

Estudios en nuestro laboratorio demostraron una baja en la producción de óxido 

nítrico en macrófagos infectados in vitro con Nb 157. Lo anterior fue observado 

también en macrófagos infectados in vitro con M. tuberculosis, donde se encontró 

un aumento en la expresión de iNOS combinado con una disminución de la 

producción de óxido nítrico158. Esos estudios sugieren que, aunque se genera un 

ambiente pro-inflamatorio y activación clásica de macrófagos M1 y TipDC, el 

patógeno puede interferir en la efectividad de la activación. Es importante recordar 

que la expresión de iNOS no comprueba la presencia de macrófagos M1 o TipDC, 

ya que el iNOS también podría haber sido producido por PMN159, que están 

presentes en gran número en los microabscesos. Es necesario llevar a cabo 

estudios inmunohistoquímicos con iNOS para determinar las células productoras 

del iNOS. 

 

En un modelo de tuberculosis en ratones, la presencia de macrófagos M2 

fue sugerido por la expresión del arginasa 1160, pero la validez de arginasa 1 como 

marcador de macrófagos M2 es controversial161. En nuestro estudio exploramos la 

posible presencia de macrófagos M2 con los marcadores Ym1 y FIZZ1. 

En el presente estudio, encontramos una inducción de la expresión de Ym1 

durante la inflamación, lo cual sugiere una posible activación alternativa de los 
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macrófagos, aunque no se puede descartar que el Ym1 fuese producido por otro 

tipo de célula. En la piel de ratones con dermatitis crónica proliferativa, Ym1 es 

abundantamente expresado por macrófagos, DC y células cebadas162, por lo cual 

no podemos descartar que el Ym1 fuese producido por ejemplo por células 

cebadas, las cuales también están presentes en las lesiones de actinomicetoma 

por Nb. También se ha reportado inmunoreactividad contra Ym1 en neutrófilos 

inmaduros en la médula ósea163. Aún se desconoce el papel de Ym1 en procesos 

inflamatorios, aunque es relacionado con un ambiente Th2 y remodelación tisular, 

principalmente en infecciones por helmintos66. Ym1 ha sido detectado en 

ambientes y fases de proliferación celular162, 164 y podría ser ésta su principal 

función a nivel local. Recientemente, se ha reportado la proliferación local de 

macrófagos M2 en la inflamación mediada por Th2 como fuente de células 

nuevas165 opuesto o adicional al reclutamiento de monocitos del torrente 

sanguíneo. La proliferación local de macrófagos residentes en la pulpa dental 

durante el desarrollo del diente ha sido reportada como dependiente del M-CSF, 

ya que el número de macrófagos disminuyó por la presencia de anticuerpos 

dirigidos al M-CSF166. 

 

Contrario a lo encontrado con Ym1, el otro marcador de macrófagos M2, 

retnla/FIZZ1 fue detectable durante la homeostasis y su expresión mostró una 

correlación negativa con el desarrollo de la inflamación, es decir, al aumentar la 

inflamación, disminuye la expresión de retnla/FIZZ1. El papel de FIZZ1 no se 
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conoce, pero estudios han sugerido su posible participación en la disminución de 

la inflamación, ya que ratones retnla(-/-) infectados con helmintos (Schistosoma 

mansoni o Nippostrongylus brasiliensis) generaron granulomas exacerbados69.  

Un granuloma es una acumulación de macrófagos que sirve para contener 

la infección. Sin embargo, este mecanismo defensivo del hospedero ha fallado en 

el control de algunos patógenos, por ejemplo, varios investigadores han sugerido 

que M. tuberculosis aproveche el granuloma como una estructura que le proteja y 

ayude a sobrevivir dentro del hospedero167. De tal manera, eliminar la actividad 

inhibidor de FIZZ1 sobre el desarrollo del granuloma, podría ser una estrategia de 

inmunoevasión del patógeno.  

 

La expresión de los marcadores M2 estudiados, Ym1 y FIZZ1, mostraron un 

perfil opuesto, lo anterior sugiere que su expresión puede ser regulada de manera 

independiente en la infección por Nb. Las citocinas Th2 suelen facilitar la 

expresión de ambos marcadores M266, sin embargo, un componente del patógeno 

o la presencia de IFN-け podrían interferir en la expresión de FIZZ169. Si las 

funciones sugeridas para Ym1 y FIZZ1 fueran ciertas, el perfil de expresión 

encontrado en este estudio favorecía la supervivencia del patógeno, por ejemplo, 

la proliferación local de leucocitos facilitaría el desarrollo sin freno de un 

granuloma protector para el patógeno. 

 



 

 

82 

 

Mattos y colaboradores publicaron que las células espumosas en lepra 

lepromatosa podrían contener el patógeno causante o solamente ´ser vecinos´ de 

células infectadas119. Una sustancia del patógeno y/o propia de la célula 

hospedera puede ser el factor del microambiente que puede inducir la 

acumulación de gotas lipídicas típicas de las células espumosas. El 

desprendimiento de factores lipídicos del patógeno, especialmente el TDM, vía 

exosomas desde células infectadas ha sido reportado para M. tuberculosis 30, 168. 

La liberación de lípidos del patógeno mediante transporte activo representa un 

enorme gasto energético y de carbono que debería jugar un papel importante para 

el éxito de la infección. 

Nosotros estudiamos niveles de citocinas que podrían favorecer la 

formación de células precursores preparadas para diferenciarse en células 

espumosas. 

 

Generalmente, los niveles de la mayoría de las citocinas estudiadas en éste 

tesis no aumentaron significativamente durante el desarrollo de la inflamación, con 

excepción del M-CSF. Un resultado inconsistente con la expresión de los 

transcritos correspondientes que en la mayoría de las veces subió durante el 

desarrollo de la lesión. Una baja o media correlación entre transcritos y proteínas 

es un fenómeno reconocido, debido tanto a causas biológicas como a problemas 

técnicas169, 170. En nuestros experimentos llama la atención que la más alta 

expresión de la mayoría de las citocinas en la situación de la homeostasis, con 
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excepción de M-CSF que generó la señal más alta a los 60 días en un 

experimento. En la homeostasis no existe un ambiente pro-inflamatorio con 

abundantes neutrófilos y macrófagos activados llenos de enzimas hidrolíticas 

como durante la inflamación. Es posible que las citocinas presentes en las 

biopsias de lesiones fuesen destruidas por estas enzimas hidrolíticas a pesar de 

haber procurado un ambiente frío durante el manejo de las muestras con la 

intención de inhibir la actividad de enzimas. Por lo anterior, una recomendación 

sería una fijación ligera de las biopsias en formalina < 10% durante 2-4 h en frío171 

y antes de homogeneizar para inactivar hidrolasas, seguido de tres lavados en 

PBS en agitación para eliminar el fijativo y así disminuir una posible pérdida de 

determinantes de antígeno. En el caso de que, a pesar de una fijación ligera, 

determinantes antigénicos de las citocinas de interés hayan sido alterados y se 

volvieron indetectables por ELISA, se podría recurrir a tratamientos de 

recuperación de antígenos171.  

 

Por lo anterior, enfocamos el estudio de expresión de citocinas al nivel de los 

transcritos. El transcrito más abundante fue M-CSF, sin embargo no mostró una 

diferencia significativa durante el desarrollo del actinomicetoma, por lo cual no 

parece jugar un papel importante en la polarización de macrófagos y DC. El M-

CSF no es una citocina característica de ambientes inflamatorias o infecciosas, 

pero sí juega un papel importante en la infección por el virus de imunodeficiencia 

humana tipo 1. El virus induce la expresión del M-CSF por macrófagos, lo cual en 
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turno, facilita infección de otros macrófagos vía un aumento en la expresión de 

receptores CCR5 y CD4 en los macrófagos con el resultado que incrementa la 

viremia172, 173. El M-CSF generalmente está relacionado con la maduración de 

macrófagos en homeostasis78, y se suele expresar constitutivamente en varios 

tejidos166, tal como nosotros detectamos a nivel de transcritos, aunque 

recientemente se describió que el receptor de M-CSF fue relacionado con la 

formación de las TipDC pro-inflamatorias80.  

La presencia de GM-CSF puede interferir con la efectividad de M-CSF al 

inactivar su receptor91.  El GM-CSF, contrario al M-CSF, se expresa por un 

estímulo, y una vez expresado, tanto el mRNA como la proteína tiene una vida 

media corta (min.)81.  

La presencia de un ambiente tipo Th1 se había sugerido anteriormente con la 

detección local de IFN-Ȗ por RT-PCR41 e inmunohistoquímica36, y fue ampliada 

con la presencia de GM-CSF detectada en nuestro estudio. También en otras 

infecciones se ha reportado un aumento en la expresión de GM-CSF, por ejemplo 

en el pulmón de ratones infectados con M. tuberculosis136, y se ha reportado su 

presencia y su efecto protector en infecciones por el bacilo Gram negativo 

Pseudomonas aeruginosa87 y el hongo unicelular y oportunista Pneumocystis 

jirovecii (antes P. carinii)92. Localmente, GM-CSF es expresado por linfocitos T 

activados, macrófagos, mastocitos, endoteliocitos y epiteliocitos en un ambiente 

pro-inflamatorio92, 174. El GM-CSF estimula localmente: 1) la liberación de 

metabolitos del ácido araquidónico en los neutrófilos175, lo cual es consistente con 
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la tinción abundante de neutrófilos con rojo oleoso en el actinomicetoma por Nb 

(datos no reportados); 2) la activación de células de Langerhans epidérmicas, de 

otra manera incapaces de activar la inmunidad adaptativa; y 3) la activación 

clásica  de macrófagos y DC78, estimulando mecanismos microbicidas y anti-

parásitos81. Por otro lado, GM-CSF (en combinación con IL-4) puede inhibir la 

diferenciación a macrófagos de monocitos reclutados al causar la pérdida del 

receptor de M-CSF91 y favorecer la diferenciación hacia DC74, 78.  

Aunque la expresión de la citocina Th2 IL-4 apenas fue detectable in situ, la 

expresión de IL-13 aumentó de manera importante hasta 152 veces en el día 60 

de la infección. Varios tipos de células podrían ser responsables del incremento 

enorme en expresión de IL-13. Aparte de las células Th2, mastocitos, macrófagos 

y células asesinas naturales, entre otras células, pueden producir IL-13176, 177.  

La IL-4 e IL-13 muchas veces son consideradas como citocinas con funciones 

compartidas, sin embargo, IL-4 es más una citocina de los órganos linfáticos cuyo 

papel principal es la estimulación de células plasmáticas productoras de 

anticuerpos en donde ha ocurrido un cambio de isotipo178, mientras que la IL-13 es 

más una citocina de los tejidos periféricos con efectos locales96. Nuestros 

resultados concuerdan con lo reportado anteriormente, donde la IL-13 ejerce su 

función localmente, mientras la IL-4 lo hace a nivel sistémico179. La detección de 

IL-4 y IL-13 es común en infecciones por helmintos101, 180, 181, pero también ha sido 

reportado en la infección por un hongo en la criptococcosis cerebral en donde fue 
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relacionado con la presencia de macrófagos M297, y en células T de pacientes con 

la lepra tipo ´borderline´182.  

La IL-13 se ha asociado con fibrosis101 y podría estar involucrada en la fibrosis 

extensiva presente en el actinomicetoma. También podría jugar un papel en la 

disminución del óxido nítrico102 a pesar de la inducción de iNOS. Además, la IL-13 

podría implicado en la polarización de macrófagos tipo M2183, 184. Lo anterior, 

podría estar dándose en el actinomicetoma, debido al daño ocasionado por Nb y 

en respuesta a ello se producen macrófagos M2 reparadores. Adicionalmente, la 

combinación de IL-13 y GM-CSF podría causar una polarización de monocitos 

reclutados hacía DC185. La IL-13 también ha sido involucrada en la expresión del 

inmunomodulador lipídicos103, 186. En un modelo experimental de M. tuberculosis 

se encontró abundante inmunoreactividad contra PGE2 en la lesión de 

tuberculosis131 y es posible que este proceso también ocurra en la infección con 

Nb. La expresión de PGE2 tiene efectos complejos, tanto pro-inflamatorios, 

inmunoestimuladores105 e inmunosupresores187. Aún se conoce poco sobre el 

papel de los inmunomoduladores lipídicos en infecciones111, pero es un campo de 

estudio interesante y creciente. 

 

 En resumen, ambos, macrófago y DC, acumulan gotas lipídicas y son 

precursores de las células espumosas en el actinomicetoma experimental inducido 

por Nb. El microambiente encontrado en la lesión está acorde con la activación  

clásica de macrófagos y TipDC como comprobamos con el aumento de la 
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expresión de GM-CSF e iNOS, además de que las células dendríticas transferidas 

estaban polarizadas de manera pro-inflamatoria, y aún así podrían diferenciarse 

en células espumosas, indicando que el estado pro-inflamatorio no interfiere con la 

diferenciación hacia células espumosas. Simultáneamente, se encontró un 

ambiente Th2 con abundante expresión de IL-13 que podía inducir activación 

alternativa de macrófagos, como sugiere la expresión inducida de Ym1. La 

combinación de GM-CSF e IL-13 es favorable para la polarización de monocitos 

reclutados hacía DC. La IL-13 podría estar involucrada en la generación de la 

fibrosis que rodea a los microabscesos. La disminución en la expresión de 

retnla/FIZZ1 indica una regulación independiente de los dos marcadores de los 

macrófagos M2. El perfil encontrado podría favorecer la formación del 

actinomicetoma y la persistencia de Nb. 

  



 

 

88 

 

 

CAPÍTULO 8 

 

CONCLUSIONES 

1. Los macrófagos y las células dendríticas, se convierten en células 

espumosas en el actinomicetoma experimental inducido por Nocardia  

brasiliensis. 

 

2. La expresión de marcadores de una respuesta pro-inflamatorio, GM-CSF e 

iNOS, aumenta en el actinomicetoma experimental. 

 

3. La expresión de la citocina Th2, IL-13, y del marcador de macrófagos M2, 

Ym1, aumentan durante el actinomicetoma experimental. 

 

4. Los marcadores de los macrófagos M2 demuestran perfiles de expresión 

opuestos, Ym1 aumenta, pero FIZZ1 disminuya. 
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CAPÍTULO 9 

PERSPECTIVAS 

1. Un estudio inmunohistoquímico para localizar la expresión de los 

marcadores de los macrófagos M1 y M2, y de las citocinas GM-CSF e IL-

13. 

2. Estudios comprobatorios in vivo de la importancia de GM-CSF e IL-13 en el 

actinomicetoma, usando el modelo del actinomicetoma experimental pero 

en ratones deficientes en GM-CSF o IL-13, ya sea por tratamientos con 

anticuerpos contra estas citocinas o en ratones ´knock out´ para estas 

citocinas.  

3. Un estudio in vitro para comprobar el papel de GM-CSF e IL-13, infectando 

macrófagos y DC in cultivo con Nocardia brasiliensis y verificar el efecto de 

estás citocinas o de su eliminación. 

4. Verificar si el Ym1 puede inducir la proliferación de macrófagos in vitro, y en 

su caso, si anticuerpos anti-Ym1 pueden inhibirlo. 

5. Comprobar in vitro si el FIZZ1 puede inhibir la formación de un granuloma 

anteriormente inducido con una infección de macrófagos con N.brasiliensis 

o M. tuberculosis (Peyron), y en su caso, si anti-FIZZ1 permite el desarrollo 

desinhibido de la formación del granuloma. 
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APÉNDICE A: DESARROLLO DE LA LESIÓN 

 

Desarrollo de la lesión de los 2 experimentos.  
Línea continua: experimento 4; línea discontinua: experimento 5. 
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APÉNDICE B: CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA POR BRADFORD 

Curvas estándares fueron elaboradas con albúmina sérica bovina. La 
concentración protéica fue determinado por intrapolación bajo la condición que el 
r2 de la curva estándar fuera por lo menos 0.99 

 

 [prot.] (mg/mL) 
Exp 4 R1 R2 R3 R4 R5 Promedio 
0 h 1.23 1.52 1.18 1.55 0.89 1.27 
12 h 2.2 3.2 2.0 1.6 3.6 2.52 
1 d 5.80 4.03 2.68 3.72 3.37 3.92 
3 d 10.52 9.94 4.55 9.17 10.36 8.91 
7 d 7.64 8.00 8.43 7.31 7.15 7.71 
15 d 7.91 5.18 4.40 7.97 6.60 6.41 
30 d 17.24 15.2 9.18 7.11 8.11 11.37 
60 d 55.68 40.63 48.58 19.35 7.96 34.44 
 

 [prot.] (mg/mL) 
Exp 5 R1 R2 R3 R4 R5 promedio 
0 h 0.39 0.54 0.80 1.04 0.61 0.49 
12 h 0.23 0.94 0.62 0.86 0.97 0.72 
1d 3.47 3.59 3.08 2.66 4.67 3.49 
3 d 4.89 6.28 3.85 3.10 4.06 4.44 
7 d 3.35 5.68 3.96 5.61 7.20 5.16 
15 d 5.99 7.43 2.35 6.85 8.64 6.25 
30 d 1.78 3.48 2.72 2.20 3.11 2.66 
60 d 5.29 3.16 3.19 5.20 3.16 4.00 
 

Para preparar las soluciones (Vfinal = 1.3 mL) de 1 mg proteína/mL se aplicó el 
siguiente cálculo: 

[prot.]muestra 
(mg/mL) 

Vfinal  
(mL) 

Vmuestra 
(=(1.3 x 1)/ [prot.]muestra 

VPBS 
(=1.3 – Vmuestra) 

[prot.]final 

(mg/mL) 
x 1.3 y = 1.3/x  = 1.3 - y 1 
 

Las diluciones de 1 mg proteína/mL PBS fueron alicuoteadas (ca. 250 ´L) y 
guardados a -20oC hasta su uso. 
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APÉNDICE C: CUANTIFICACIÓN Y PUREZA DEL RNA 

 R1 R2 R3 R4 R5 promedio 
Exp4 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 
0 h 2.95 1.96 3.00 2.01 2.59 1.99 2.29 1.95 3.15 1.98 2.8 1.98 
12 h 2.82 1.99 1.90 1.98 1.60 1.96 1.47 2.05 1.64 2.04 1.9 2.00 
1 d 3.78 1.96 4.07 1.99 3.76 1.96 3.00 1.99 3.31 1.98 3.6 1.98 
3 d 7.75 1.97 7.01 1.99 7.80 1.94 5.60 1.99 4.33 2.01 6.5 1.98 
7 d 5.25 2.00 5.86 1.98 4.68 1.95 4.75 1.97 7.17 1.98 5.5 1.98 
15 d 3.81 1.99 8.34 1.97 7.10 1.98 5.00 2.00 5.11 1.98 5.9 1.98 
30 d 10.4 1.98 7.15 1.99 7.88 1.97 4.08 1.99 4.33 1.97 6.8 1.98 
60 d 6.30 1.88 10.12 1.88 9.74 1.91 11.56 1.76 7.19 1.94 9.0 1.87 
bazo 
-30 

- - - - - - - - 7.30 1.96   

RNA (´g/´L) en DEPC-agua desionizada; R = ratón 
Cuantificación  con una dilución 1:100 en 10 mM Tris/1  mM EDTA (pH 8.0) 

 R1 R2 R3 R4 R5 promedio 
Exp5 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 RNA 260/280 
0 h 2.01 2.02 2.39 1.92 1.98 2.03 2.94 2.02 2.05 1.99 2.3 2.00 
12 h 1.36 2.02 1.88 1.95 1.62 1.99 1.58 1.93 1.87 1.99 1.7 1.98 
1 d 3.20 1.96 1.29 1.90 1.55 1.94 2.21 1.96 2.52 1.93 2.2 1.94 
3 d 6.39 1.95 7.05 1.96 2.62 1.96 4.73 1.94 3.85 1.97 4.9 1.96 
7 d 4.63 1.96 7.82 1.94 4.65 1.93 3.73 1.95 3.13 1.95 4.8 1.95 
15 d 3.70 1.96 7.07 1.94 3.40 1.95 6.49 1.96 3.07 1.94 4.7 1.95 
30 d 2.81 1.95 7.46 1.96 2.15 1.97 2.57 1.95 4.77 1.97 4.0 1.96 
60 d 5.48 1.99 8.77 1.96 4.22 1.99 5.69 1.99 4.85 1.99 5.8 1.98 
bazo             
RNA (´g/´L), muestra en DEPC-agua desionizada; R = ratón 
Cuantificación  con una dilución 1:100 en 10 mM Tris/1  mM EDTA (pH 8.0) 

RNA fue guardado a -80oC hasta su uso. 
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APÉNDICE D: CUANTIFICACIÓN Y PUREZA DEL cDNA 

 

 R1 R2 R3 R4 R5 Promedio 
Exp4a DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 
0 h 597 2.30 604 1.92 563 1.71 767 1.68 614 2.17 629 1.96 
12 h 647 1.88 621 1.82 577 1.89 793 1.62 601 1.90 647 1.82 
1 d 601 2.06 602 1.74 765 1.66 815 1.69 579 2.07 672 1.84 
3 d 627 2.13 610 1.94 684 1.75 787 1.65 670 2.03 675 1.90 
7 d 540 2.13 590 2.23 611 1.86 751 1.61 525 2.27 603 2.02 
15 d 489 2.17 585 1.83 624 1.88 605 1.67 802 1.90 621 1.89 
30 d 592 1.73 554 1.58 594 1.97 791 1.70 881 1.62 682 1.72 
60 d 867 1.62 879 1.76 941 1.84 649 1.87 909 1.86 849 1.79 
bazo         840 1.87   
cDNA  (ng/´L); R = ratón. 
Cuantificación  con una dilución 1:100 en 10 mM Tris/1  mM EDTA (pH 8.0). 

 

 

 R1 R2 R3 R4 R5 Promedio 
Exp5 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 
0 h 926 1.69 844 1.74 989 1.54 999 1.75 873 1.76 926 1.70 
12 h 906 1.71 1007 1.69 989 1.60 955 1.59 795 1.71 930 1.66 
1 d 836 1.44 992 1.72 1007 1.68 950 1.66 783 1.82 913 1.66 
3 d 805 1.69 771 1.76 966 1.72 962 1.69 841 1.75 869 1.72 
7 d 755 1.70 886 1.67 1058 1.73 920 1.70 904 1.81 904 1.72 
15 d 838 1.70 969 1.58 910 1.77 976 1.74 887 1.82 916 1.72 
30 d 947 1.72   938 1.80 949 1.71 824 1.72 914 1.74 
60 d 929 1.73 1107 1.65 912 1.85 1346 1.76 990 1.64 1056 1.73 
bazo             
cDNA  (ng/´L); R = ratón 
Cuantificación  con una dilución 1:100 en 10 mM Tris/1  mM EDTA (pH 8.0). 

cDNA fue guardado a -20oC hasta su uso. 
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APÉNDICE E: COEFICIENTES DE CORRELACIÓN DE PEARSON 

Variable Tamaño 
lesíón 

IL-13 

nos2/iNOS 0.593  

chi3L3/Ym1 0 -0.128 

retnla/FIZZ1 -0.838 -0.764 

GM-CSF 0.885 0.970 

IL-13 0.929  
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