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RESUMEN 

 

Introducción. El actinomicetoma por Nocardia brasiliensis es una infección que se caracteriza por 

presentar un proceso inflamatorio crónico localizado en el sitio de inoculación traumática. Aunque 

afecta principalmente las extremidades inferiores, las lesiones cercanas a órganos vitales como 

pulmones y cerebro generalmente se asocian con resultados letales. Los Toll-like receptors (TLRs) son 

proteínas que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) induciendo la 

producción de mediadores pro-inflamatorios, principalmente citocinas. Nocardia es una bacteria Gram 

positiva que expresa moléculas de superficie que podrían ser reconocidos por los TLRs, estimulando la 

producción de mediadores que regulen el desarrollo de un proceso inflamatorio. Se desconoce el papel 

de los TLRS así como la dinámica de producción de citocinas pro y anti- inflamatorias durante la 

respuesta inmune contra N. brasiliensis.  

 

Objetivos. Los propósitos del presente estudio fueron: 1) Identificar morfológicamente los tipos 

celulares presentes en el sitio de infección. 2) Localizar y cuantificar la expresión de mRNA TLR2 y 

TLR4 en células del sitio de inoculación; 3) Cuantificar la expresión del mRNA de las citocinas (IL-1β, 

IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α, IFN- y TGF-β) en el sitio de infección. 4) Relacionar la expresión de 

TLR2 y TLR4 con la expresión de citocinas pro y anti- inflamatorias durante la evolución de la 

inflamación crónica en el actinomicetoma experimental murino por N. brasiliensis. 

 

Material y Métodos. Se utilizaron 21 lotes de 4 ratones cada uno de la cepa silvestre Taconic, machos 

de 30 g y la cepa FM-825 de Nocardia brasiliensis, obtenida recientemente de un paciente con 

micetoma. La infección se realizó inyectando una suspensión bacteriana de 1.5 x 10
8
 UFC ml

-1
 en el 
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cojinete plantar. Un lote fue usado como control sano (T0), cinco lotes fueron inoculados con solución 

salina isotónica; siete lotes fueron inoculados con carragenina como control de inflamación; ocho lotes 

fueron infectados con  N. brasiliensis. Cada lote fue sacrificado a diferentes tiempos (2, 4, 8, 48 horas, 

10, 20, 50 días y hasta 6 meses después de la infección). A partir de tres de los cuatro ratones se obtuvo 

el tejido del cojinete plantar para la extracción de RNA total. Por RT-PCR se obtuvieron amplificados 

para los TLRs y para las citocinas. Los productos de PCR fueron analizados en gel de agarosa con 

bromuro de etidio, y los fragmentos obtenidos fueron cuantificados por densitometría a través del 

sistema EDAS 290 Kodak, los resultados fueron analizados por medio de las pruebas estadísticas One 

simple ―t‖ test y análisis de correlación. Del ratón restante se obtuvo la pata completa y se procesó el 

tejido para inclusión en parafina y cortes histológicos, éstos fueron teñidos con hematoxilina-eosina, 

azul de toluidina, Gram y Giemsa.  Cuatro cortes a diferentes niveles de cada muestra, fueron utilizados 

para evidenciar la localización de TLR2 y TLR4 en el sitio de infección por inmunohistoquímica. 

 

Resultados. El estudio histológico mostró que los neutrófilos polimorfonucleares son las principales 

células de respuesta en la etapa aguda de la infección, mientras que durante la transición a etapa crónica 

predominan los macrófagos. A los 20 días se apreció gran número de fibroblastos y células espumosas. 

A los 50 días se encontraron numerosos granos rodeados de un notable proceso inflamatorio. Por PCR 

se mostró que la expresión del mRNA TLR2 se incrementó en todos los tiempos de estudio, mientras 

que el mRNA de TLR4 mostró una expresión descendente. Por inmunohistoquímica se localizó la 

expresión de ambos receptores en diferentes poblaciones celulares: en etapa aguda TLR2 se expresó en 

neutrófilos y macrófagos en contacto con el inóculo, mientras que TLR4 se observó en células cebadas. 

En etapa crónica TLR2 se expresó también en células espumosas y fibroblastos; TLR4 disminuyó 

notablemente su expresión. A través del análisis densitométrico se observó incremento en la expresión 
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del mRNA de las citocinas con efecto pro-inflamatorio (IL-1, IL-6, IFN-) desde las primeras horas 

posteriores a la infección. También se observó incremento en el mRNA de las citocinas reguladoras (IL-

10 y TGF-). 

 

A través del análisis de correlación se determinó una relación inversa entre TLR2 y TLR4 (r =-0.388). 

Se encontró una relación directa aunque débil, de TLR2 con el incremento en IL-1 (r
2
= 0.123), IL-2 

(r
2
= 0.151), IL-12 (r

2
= 0.056), TNF- (r

2
= 0.088) y TGF- (r

2
= 0.08). Se observó una relación inversa 

entre TLR4 y la expresión de estas citocinas, por otro lado, se obtuvo una relación directa y débil de este 

receptor con la expresión del mRNA de IL-6 (r
2
= 0.09) e IL-10 (r

2
= 0.21). 

 

Conclusiones: Se mostró que los neutrófilos polimorfonucleares son las principales células de respuesta 

en la etapa aguda de infección; mientras que, durante la transición a etapa crónica fueron los 

macrófagos. Este es el primer reporte de la participación in situ de TLRs durante el proceso inflamatorio 

crónico presente en el actinomicetoma por N. brasiliensis; se mostró que TLR2 participa en el 

reconocimiento de este actinomiceto. Se mostró la expresión diferencial de citocinas pro- y anti- 

inflamatorias en las diferentes etapas del proceso inflamatorio la cual se relacionó con los cambios 

morfológicos observados durante el mismo. Se mostró la participación parcial de TLR2 en la inducción 

de citocinas como moléculas de respuesta contra N. brasiliensis. 
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ABSTRACT 

 

Introduction. Actinomycetoma caused by Nocardia brasiliensis is an infection that is characterized by 

a chronic inflammatory process located at the site of traumatic inoculation. Although it affects mainly 

the lower extremities, the lesions close to vital organs, like lungs and brain, are generally associated with 

lethal outcome. Toll-like receptors (TLRs) are proteins that recognize pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs), which induce production of pro-inflammatory mediators, mainly cytokines. Nocardia 

is a Gram positive bacterium that expresses surface molecules that could be recognized by TLRs, 

stimulating the production of mediators that regulate the development of an inflammatory process. It is 

ignored which is the role of the TLRs and cytokine dynamic in the immune response against N. 

brasiliensisis. 

 

Aims. The aims of this study were: 1) To identify morphologically the cell types present at the site of 

infection; 2) to locate and quantify TLR2 and TLR4 mRNA expression in cells from the inoculation site; 

3) to quantify cytokine mRNA expression of (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α, IFN-γ and TGF-

β) at the infection site; 4) to relate the TLR2 and TLR4 expression with the pro- and anti-inflammatory 

cytokine expression during the course of chronic inflammation in murine experimental actinomycetoma 

caused by N. brasiliensis. 

 

Material and Methods. Eighty four male mice (30g) of the wild Taconic strain and the FM-825 

Nocardia brasiliensis strain, recently obtained from a mycetoma patient, were used. The mice were 

grouped in 21 lots of 4 mice each one: one lot was used as healthy control (T0); five lots were inoculated 

with an isotonic saline solution; seven lots were inoculated with carrageenan as an inflammation control; 
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and eight lots were infected with N. brasiliensis. The infection was induced by injecting a 1.5 x 108 

CFU ml
-1

 bacterial suspension in the footpad. Each lot was sacrificed at different times (at 2, 4, 8, 48 

hours; 10, 20, 50 days and 6 months after infection). From three mice of each lot, the footpad tissue was 

obtained for total RNA extraction. TLRs and cytokine amplicons were obtained by RT-PCR. The PCR 

products were analyzed on an agarose gel stained with ethidium bromide, and the obtained fragments 

were quantified by densitometry with an EDAS 290 Kodak system. The results were analyzed using a 

One-sample "t" test and by correlation analysis. From the remaining mice from each experimental group 

an entire paw was obtained and the tissue was processed for paraffin embedding and histological 

sectioning; these samples were treated with hematoxylin-eosin, toluidine blue, Gram and Giemsa stains. 

Four sections at various levels of each sample were used to show TLR2 and TLR4 localization at the 

infection site by immunohistochemistry. 

 

Results. Histological examination showed that polymorphonuclear neutrophils are the main response 

cells during the acute stage of infection, whereas during the transition to the chronic phase macrophages 

predominate. At 20 days after infection a great number of fibroblasts and foam cells were observed. 

After 50 days, numerous grains surrounded by a noticeable inflammatory process were found. It was 

shown by PCR that TLR2 mRNA expression increased at all times during the study, whereas TLR4 

mRNA expression showed a decline. The expression of both receptors was localized by 

immunohistochemistry in different cell populations: during the acute stage TLR2 was expressed in 

neutrophils and macrophages in contact with the inoculum, while TLR4 was observed in mast cells. 

During the chronic stage TLR2 was also expressed in foam cells and fibroblasts, while TLR4 expression 

declined significantly. The densitometric analysis showed an increase in mRNA expression of pro-

inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, and IFN-γ) since the first hours after infection; an mRNA increase 
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of regulatory cytokines was also observed (IL-10 and TGF-β). 

 

Through the correlation analysis an inverse relationship between TLR2 and TLR4 (r = -0.388) was 

determined. A direct, but weak, relation between increase of TLR2 and IL-1β (r
2
 = 0.123), IL-2 (r

2
 = 

0.151), IL-12 (r
2
 = 0.056), TNF-α (r

2
 = 0.088) and TGF-β (r

2
 = 0.08) was found. There was an inverse 

relationship between TLR4 and the expression of these cytokines; on the other hand, a direct, although 

weak, relation between this receptor and IL-6 (r
2
 = 0.09), and IL-10 (r

2
 = 0.21) expression was obtained. 

 

Conclusions.  This is the first report of in situ involvement of TLRs during the chronic inflammatory 

process present in N. brasiliensis actinomicetoma. The involvement of TLR2 in the recognition of this 

actinomycete was showed. It was shown that polymorphonuclear neutrophils are the main response cells 

during the acute infection stage, while macrophages predominate during the transition to the chronic 

stage. This study also showed a differential expression of  pro- and anti-inflammatory cytokines during 

the different stages of the inflammatory process, which was associated with the morphological changes 

observed during the process. The partial participation of TLR2 during the induction of cytokines as 

response molecules against N. brasiliensis was made evident. 
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MARCO TEÓRICO 

 

Inmunidad 

 

En el contexto médico, inmunidad significa protección contra la enfermedad, y más específicamente 

protección contra moléculas, microorganismos y otras sustancias que pueden ocasionar daño a un 

organismo hospedero. El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas que tienen la capacidad 

de discriminar moléculas propias de extrañas, con la finalidad de eliminar antígenos externos, entre ellos 

algunos constituyentes de organismos patógenos (Abbas et al, 2010). 

 

Por razones prácticas de estudio de la respuesta inmune ha sido clasificada en innata y adaptativa; sin 

embargo, en la actualidad existe la tendencia de considerarla como una red de interacciones entre ambos 

sistemas.  

 

La inmunidad innata, también conocida como natural, está constituida por células y moléculas  

preparadas para responder con rapidez ante una agresión. Existen células fagocíticas (macrófagos y 

neutrófilos) y linfocitos (natural killer o NK) encargados de detectar y eliminar cualquier sustancia o 

célula extraña. En la sangre se encuentran diversas proteínas con función protectora entre ellas los 

diversos componentes del sistema de complemento y proteínas de unión a lectinas (MBL). Finalmente 

las citocinas forman parte de este tipo de inmunidad; son proteínas que coordinan y regulan las diversas 

funciones de las células inmunitarias. En un contexto evolutivo los mecanismos de inmunidad innata se 

consideran filogenéticamente conservados; éstos se encuentran presentes en organismos multicelulares 

que incluyen desde los más simples como las esponjas hasta los más complejos como los vertebrados. 
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Este sistema inmune innato responde de manera inmediata ante los daños o invasión por 

microorganismos, actúa como la primera línea de defensa y sus mecanismos son específicos ante 

estructuras comunes en grupos de microorganismos relacionados (Cinel & Opal, 2009; Abbas et al, 

2010). 

 

La inflamación es un mecanismo de inmunidad innata, que puede ser reforzado por la inmunidad 

adaptativa; involucra diversos tipos celulares como monocitos, macrófagos, células dendríticas, células 

cebadas, neutrófilos, eosinófilos, células NK, etc. La respuesta se inicia posterior a un estímulo, 

generalmente desencadenado por el reconocimiento a través de receptores codificados en línea germinal 

que, una vez activados, dan lugar a diversas cascadas moleculares con diferentes funciones como la 

producción y liberación de citocinas a las que se atribuye la activación de otras células como las de la 

inmunidad adaptativa (Cinel & Opal, 2009).  

 

La inmunidad adaptativa característicamente está constituida por células y moléculas con alto grado de 

especialización y especificidad hacia distintas moléculas, de aparición más reciente en la evolución, y 

que se encuentra sólo en vertebrados superiores. Los principales componentes de este tipo de inmunidad 

son los linfocitos y sus productos; estos productos desencadenan respuestas contra agentes externos, a 

través de la activación de linfocitos B productores de anticuerpos; o por medio de la generación y 

activación de linfocitos T citotóxicos o de linfocitos T cooperadores (Th). Este tipo de inmunidad genera 

células de memoria inmunológica, lo que les permite responder con mayor intensidad ante la exposición 

repetida de una misma sustancia o microorganismo (Abbas et al, 2010). 
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Inflamación  

 

Los primeros registros de los conceptos de inflamación y enfermedad fueron realizados por sacerdotes 

de antiguas civilizaciones, quienes relacionaban los padecimientos inflamatorios con magia o castigos 

divinos. En la Mesopotamia (2500 ó 3000 años a.C), se asociaba al proceso inflamatorio con aumento de 

temperatura del área afectada (tablillas cuneiformes de Koyungik: UMMU que quiere decir en fuego, 

inflamado). En Egipto (2000 a. C.) el proceso inflamatorio se describía con las palabras SEREF, 

SHEMEMET que significaban en llamas, caliente, relacionados con inflamación (Lozada, 1998; 

Vasconcelos, 2000, Crónica de historia, 2003). En la India, en el Ayur Veda (II a.C), se hace la 

descripción de enfermedades como: FIEBRE, tumores, diabetes, tuberculosis, epilepsia, etc., utilizando 

los términos Rosayana y Vajikarana para referirse a “enfermedades como fiebre” (Satyavaty, 2003). En 

Grecia, se creía que el cuerpo humano tenía medios propios para luchar en contra del padecimiento de la 

fiebre. Términos que hacían alusión a la inflamación fueron: PHLEGMONÉ () que significa 

“algo caliente”, inflamado; ERISIPELA que se refiere a inflamación cutánea; OIDEMA que quiere 

decir “hinchado” (Vasconcelos, 2000). 

En Roma se utilizaban los términos inflamare, inflammatio, inflammationis (poner en el fuego, 

incendiar). Galeno en el siglo III a.C. fue el primero en describir lo que se conoce como quinto signo de 

la inflamación (hoy conocido como ―pérdida de la función‖); él propuso que la inflamación, 

específicamente aquella con pus, era parte de una respuesta benéfica para el paciente, (Lozada, 1998). 

Cornelio Celso en el siglo I d.C., fue el primero en hacer una descripción documentada de los 4 signos 

de inflamación (rubor, tumor, calor y dolor), usada hasta la fecha y que es conocida como ―descripción 

clásica de la inflamación‖. En ese tiempo la inflamación fue sólo definida por sus signos y síntomas 

clínicos pero no por su fisiopatogenia (Scott, 2004). Hunter (1793) propuso que la inflamación era un 

proceso saludable, de naturaleza protectora en respuesta a un daño (Lozada, 1998). 
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Los avances tecnológicos en áreas como la microscopía y la biología celular (s. XIX), permitieron 

establecer las bases celulares de la inflamación; para finales de siglo se sabía que la inflamación era 

producto de cambios en la proliferación celular local y sanguínea. Esta visión persistió hasta que 

Virchow en 1871, aceptó el quinto signo cardinal ―pérdida de la función‖ con una visión patológica. 

Leadbetter, describió distintas fases de inflamación: la activación de plaquetas y endotelio, el 

reclutamiento y activación de leucocitos, proliferación de fibroblastos y reparación del endotelio. Julius 

Conheim en 1873, observó vasodilatación inicial y cambio en el flujo sanguíneo, edema, permeabilidad 

vascular y migración leucocitaria. Tomas Lewis, en 1924, estableció lo que se conoce como la triple 

respuesta de Lewis: a) dilatación primaria de vasos, b) dilatación coincidente de arteriolas terminales y, 

c) áreas vecinas de eritema; sugirió la liberación de histamina o una sustancia semejante a la sustancia H 

en tejidos capaz de producir alteraciones vasculares. En 1958 Fahracus, describió el proceso de 

marginación leucocitaria, demostrando que los eritrocitos forman agrupaciones a lo largo de la pared de 

los vasos cercanos al sitio de daño, a las que llamo ―pilas de monedas‖ que desplazan a los leucocitos a 

la periferia (en Scott, 2004). 

Los seres vivos se encuentran expuestos constantemente a estímulos internos y externos; algunos de 

ellos desencadenan señales de daño. Entre los estímulos internos se encuentran la liberación de proteínas 

y metabolitos normalmente secuestrados dentro de la célula. Entre los estímulos externos se encuentran 

los agentes potencialmente dañinos, como los microorganismos que amenazan la integridad del 

hospedero (Baccala, et al., 2009; Schroder, 2010). Cuando las señales son detectadas por el sistema 

inmune, una respuesta compleja es movilizada para eliminar la fuente de daño y eventualmente restituir 

la homeostasis del organismo (Medzhitov, 2008).  

Con el desarrollo de técnicas en biología molecular y celular, se ha hecho una descripción más compleja 

de factores, moléculas y células que participan en la respuesta inmune. De manera general, dicha 
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respuesta recibe el nombre de inflamación, cuyas funciones principales son la delimitación del daño en 

los tejidos, la eliminación del agente dañino y la  recuperación de la integridad del tejido.  

 

La inflamación puede tener origen físico, químico o biológico. A continuación se describen algunos 

mecanismos celulares y moleculares involucrados durante el proceso inflamatorio infeccioso que se 

inicia con el daño a la integridad de algún tejido, lo que permite la entrada de microorganismos 

potencialmente patógenos. 

 

El reconocimiento de moléculas propias denominadas Patrones Moleculares Asociados a Daño 

(DAMPs), así como de estructuras moleculares altamente conservadas en los microorganismos 

patógenos, conocidas como Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) promueve la 

activación de la respuesta innata (Janeway, 2002; Medzhitov, 2003). Este reconocimiento se lleva a cabo 

a través de receptores presentes en las células del hospedero llamados Receptores de Reconocimiento de 

Patrones (PRRs), que se encuentran organizados en dos clases funcionales:  1) PRRs de no señalización 

que son secretados y activan la vía del complemento, participan en la opsonización, funcionan como 

proteínas accesorias para reconocimiento de PAMPs como las proteínas de fase aguda, proteína C-

reactiva y lectinas. 2) PRRs de señalización, de los cuales se conocen dos tipos: transmembranales y 

citosólicos; ambos activan vías de señalización pro-inflamatorias, inducen activación de genes cuyos 

productos son antimicrobianos, citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas que dirigen la activación de la 

respuesta inmune adaptativa. Los receptores de tipo transmembranal más estudiados son los Receptores 

tipo Toll (TLRs); entre  los PRRs citosólicos descritos se encuentran los receptores tipo NOD1 y NOD2 

(NRL),  y los receptores tipo RIG (RLR). Se cree que los receptores transmembranales y citosólicos 

desencadenan respuestas redundantes a través del reconocimiento de diversos PAMPs. (Medzhitov, 
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2003; Athman, 2004; Kaisho, 2006). 

 

Receptores tipo Toll  (TLRs) 

 

El receptor Toll, se describió por primera vez en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, en cuyo 

organismo juega un papel importante durante la embriogénesis, mientras que en la etapa adulta es parte 

de su protección contra la infección por hongos (Andreson, 1985; Lemaitre et al., 1996). Receptores 

homólogos a Toll, se han encontrado en otros organismos, incluso vertebrados, por lo que se consideran 

evolutivamente conservados (Ras et al., 2006). En mamíferos se han identificado 13 receptores 

homólogos a Toll y se denominan Toll-like Receptors (TLRs). Estos receptores tienen expresión y 

función diferencial, en cada especie animal y tisular en que se localizan (Albiger et al., 2007).  

 

Los TLRs pertenecen a una familia de proteínas tipo I. Estas proteínas presentan una estructura modular 

conservada, caracterizada por la presencia de tres dominios (Figura 1): extracelular, transmembranal y 

citoplásmico. El dominio extracelular (ectodominio) está constituido de bloques de repeticiones ricas en 

leucina (LRR), con patrones conservados de residuos hidrofóbicos doblados de tal manera que forman 

una estructura tipo solenoide curvo, dando lugar a un corazón hidrofóbico involucrado en el 

reconocimiento y transducción de señales. Usualmente estas proteínas cuentan con una cubierta en el 

amino y carboxilo terminal rica en cisteína. La cubierta del carboxilo terminal se encuentra en contacto 

con una -hélice que atraviesa la membrana (dominio transmembranal), y ésta se encuentra conectada al 

dominio citoplasmático conocido como receptor de interleucina 1/Toll (IL-1/Tol) o dominio TIR 

(Toll/IL-1 Receptor Homologous). Esta es una región de identidad a la cual se acoplan moléculas 

adaptadoras que promueven la señalización en cascada hacia el núcleo (Gay et al., 2006; Kubarenko et 

al., 2007), iniciada por dimerización de TLRs; generalmente los dímeros adquieren una conformación 
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con forma de ―m‖, donde las regiones C-terminal de ambas moléculas convergen por el centro (Jin et al., 

2008).   

 

 

Homodímero 

 

Heterodímero 

 

 

Figura 1. Dimerización de TLRs transmembranales, conformación en homodímero (TLR2:TLR2) o 

heterodímero (TLR2:TLR1; TLR2:TLR6). 
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TLR Localización 

celular 

PAMP que reconocen Moléculas 

accesorias 

Células en que se expresan  

TLR-1 Membrana Peptidoglucano, lipopéptidos y lipoproteínas de bacterias 

Gram+, lipopéptidos de micoplasmas, zimosan de hongos 

 Neutrófilos**, eosinófilos*, células cebadas***, 

monocitos***, células dendríticas plasmacitoides 

(pDC)***, células dendríticas mieloides (mDC)*** 

TLR-2 Membrana  Peptidoglucano, lipopéptidos y lipoproteínas de Gram+, 

lipopéptidos de micoplasmas, zimosan de hongos 

CD14 

 

Neutrófilos, células cebadas, monocitos, mDC, 

queratinocitos*, fibroblastos* 

TLR-3 Intracelular 

(endosomas) 

RNA viral de doble cadena (dsRNA)    pDC, mDC 

TLR-4 Membrana  Lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram (-) MD-2  

CD14 

Neutrófilos, eosinófilos, células cebadas, 

monocitos, queratinocitos 

TLR-5 Membrana  Flagelina  Neutrófilos, monocitos, mDC 

TLR-6 Membrana Peptidoglucano, lipopéptidos y lipoproteínas de Gram+, 

lipopéptidos de micoplasmas, zimosan de hongos 

 Neutrófilos, células cebadas, monocitos, pDC, 

mDC 

TLR-7 Intracelular 

(endosomas) 

Moléculas sintéticas parecidas a imidazoquinolinas, 

análogos de guanosina, RNA de cadena sencilla (ssRNA) 

derivados de virus y pequeños RNA de interferencia 

 Neutrófilos, eosinófilos, monocitos, pDC, mDC 

TLR-8 Intracelular  

(endosomas) 

Imidazoquinolinas y ssRNA, DNA con poli-G  Neutrófilos, monocitos, mDC 

TLR-9 Intracelular 

(endosomas) 

Motivos CpG en DNA de bacterias, virus y moléculas 

como la hemozoina de Plasmodium 

 Neutrófilos, eosinófilos, pDC 

Cuadro 1. Distribución celular de TLRs, PAMPs  y  moléculas de dimerización y/o accesorias (Lien et al., 1999; Frasnelli et al., 2005; Hasebe et 

al., 2007; O’Mahony DS, et al., 2008; Ospelt 2010). Distribución reportada como: *proteína, ** mRNA, ***ambos. 
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También se ha asociado a los TLRs con el reconocimiento de DAMPs; los primeros interactúan con las 

moléculas liberadas en el sitio de daño, sin importar sí tienen identidad propia o no, y la finalidad es la 

eliminación o reparación del daño (Piccinini, 2010). 

 

Toll-like Receptor 2 (TLR2) 

 

TLR2 en asociación con TLR1 o TLR6, es un receptor esencial en las células del hospedero para el 

reconocimiento de lipoproteínas y lipopéptidos de la pared, los cuales generalmente se anclan a la 

membrana celular bacteriana a través de cadenas lipídicas triaciladas, compuestas por una molécula 

diacilgliceril y una cadena acil unidas a la cisteína de la región N-terminal, por un enlace tioéter y por un 

grupo amida (Figura 2). En las células del hospedero, la unión de TLR1:TLR2 induce una 

conformación de bolsa en TLR2, sitio de interacción en el que se insertan dos de las tres cadenas 

lipídicas de las moléculas triaciladas del microorganismo, mientras que la cadena restante interactúa con 

TLR1; los grupos palmitoil, son las cadenas triaciladas más comunes de las bacterias Gram+ (Figura 3) 

(Jin et al., 2007). 

 

El TLR2 se ha asociado también con el reconocimiento de DAMPs derivados de células necróticas 

como son las proteínas de choque térmico, 60 y 70, -defensina-3, proteínas surfactantes A y D, 

neurotoxina derivada de eosinófilos, moléculas de matriz extracelular como oligosacáridos de ácido 

hialurónico y heparan-sulfatos. Estas moléculas inducen la producción de citocinas proinflamatorias, la 

maduración de células dendríticas, la expresión de quimiocinas, moléculas de adhesión, molécula 

coestimuladoras y factores de crecimiento (Piccinini, 2010). 
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Figura 2. Moléculas triaciladas y diaciladas que interactúan con TLR2 (tomado de Jin et al., 2008). 

 

 

 

 

Figrua 3. Heterodímero TLR2:TLR1, interactuando con moléculas triaciladas de pared celular de 

bacterias Gram (+) (Tomado de Jin et al., 2007). 
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Toll-like Receptor 4 (TLR4) 

 

Este receptor actúa en compañía de sus correceptores CD14 y MD-2, específicos en el reconocimiento 

de lipopolisacáridos (LPS) y otros ligandos. Los LPS son glucolípidos de la membrana externa de las 

bacterias Gram negativas; están formados de un componente A hidrofóbico y un componente 

polisacarídico hidrofílico (Figura 4). La porción A está constituida por glucosamina fosforilada y de 

cuatro a siete cadenas acil. MD2 es el encargado directo del reconocimiento de las cadenas del lípido A. 

MD2 adopta la forma de una taza, con dos cadenas  en antiparalelo, con los residuos hidrofóbicos 

expuestos para su unión con el ligando. La interacción de MD2 con TLR4 está mediada principalmente 

por interacciones iónicas y puentes de hidrógeno en dos diferentes regiones con cargas opuestas en cada 

molécula (Figura 5) (Kim et al., 2005). 

 

Este receptor, al igual que TLR2, también se ha asociado con el reconocimiento de DAMPs, entre los 

que se encuentran fibronectina, fibrinógeno, proteínas surfactantes A y D, proteínas de choque térmico y 

lactoferrina, desencadenando la activación de una respuesta inflamatoria (Piccinini, 2010).  

 

Figura 4. Estructura del lípido A del Lipopolisacárido de E. coli (Tomado de Jin et al., 2008). 
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Figura 5. Interacción de TLR4 con una de las dos moléculas accesorias (MD-2), la cual se une al lípido 

A del lipopolisacárido. Interacción de eritoran (molécula similar al lípido A) con MD-2 (Tomado de Jin 

et al., 2008). 

 

 

Vía de señalización de TLRs 

 

Se conocen cuatro moléculas adaptadoras participantes en la señalización desencadenada por TLRs: 1) 

factor de diferenciación mieloide 88 (Myeloid diferentiation factor 88 o MyD88); 2) molécula 

adaptadora como MyD88/ Molécula adaptadora que contiene un dominio de receptor de Toll tipo 

interleucina 1(MyD88-adaptor-like/Toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein o  

MAL/TIRAP); 3) molécula adaptadora 2 del receptor tipo Toll (Toll-like receptor adaptor molecule 2 o 

TRAM); y 4) dominio TIR con adaptador para inducción de interferon-β (TIR domain-containing 

adapter-inducing interferon-β o TRIF). Con excepción de TLR3, todos los TLRs utilizan como principal 

molécula adaptadora a MyD88; esta molécula cuenta con un dominio TIR que interactúa con el dominio 

TIR del TLR; el módulo C-terminal de MyD88 interactúa con el dominio del receptor, mientras que la 

porción N-terminal contiene dominios de muerte, los cuales interactúan, reclutan y activan la cascada de 

una familia de enzimas cinasas asociadas al receptor de IL-1 denominadas IL-1R-associated kinase o 
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IRAK 1, 2 y 4, donde IRAK 4 es la primera en unirse al complejo y al activarse fosforila a IRAK1; estas 

cinasas interactúan con MyD88 a través de dominios de muerte comunes en ambas proteínas, las cuales 

subsecuentemente conducen a la activación del factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis 

tumoral (Tumor-Necrosis Factor Receptor-Associated Factor o TRAF6). Posteriormente se activan otras 

enzimas incluyendo las cinasas de IB (llamadas IKK), inhibidor del factor nuclear B (NF-B). Estas 

enzimas traen como resultado la liberación de NF-B y su traslocación al núcleo para mediar un 

incremento en la expresión génica de citocinas inflamatorias; esta vía lleva también a la activación de 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase o MAPK), como son p38 

y JNK. Una vía similar a MyD88 utiliza las moléculas adaptadoras MAL y TRAM.  

TLR3 utiliza solo la proteína adaptadora y activadora de IFN- asociada al receptor Toll (TRIF, 

conocida también como TICAM-1), para inducir la síntesis de Interferón- (IFN-) y la activación de 

NF-B a través del factor 3 regulador de IFN (IRF3). Esta vía se conoce como vía independiente de 

MyD88 y es crucial en la inmunidad antiviral. TLR4 puede también activar la señalización de IRF3 en 

un proceso que requiere de las moléculas adaptadoras TRIF y TRAM. (Beutler2004; O’Neil, 2005; 

Liew, 2005; Kaisho 2006; Oda, 2006).  

 

Los TLRs promueven la maduración programada y la diferenciación de células dendríticas y de células 

B; estimulan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II y las moléculas co-

estimuladoras; inician la señalización para la producción de citocinas proinflamatorias y sustancias 

antimicrobianas; inducen cambios en la expresión de receptores para quimiocinas e incremento en la 

presentación de antígenos. Los TLRs son únicos en su capacidad para dirigir respuestas Th1 y CD8+, a 

partir de su expresión en macrófagos, células epiteliales y otros leucocitos (O’Mahony et al., 2008). 

La activación de factores de transcripción como el factor de activación nuclear B (NF-B) promueve la 
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producción de moléculas que regulan y coordinan las actividades celulares, como las quimiocinas y 

citocinas que tienen efecto quimiotáctico sobre sus células blanco. 

 

CITOCINAS 

 

Las citocinas son proteínas pequeñas (8-80 kdal) que actúan de forma autócrina o parácrina y son de 

producción transitoria y regulada. Estas moléculas se unen a receptores específicos de la membrana 

celular, desencadenando cascadas de respuestas implicadas en la inducción, ampliación o inhibición de 

una serie de genes regulados por citocinas de nivel nuclear. Estas actúan formando una red compleja de 

señalización, es decir, la producción de una citocina modifica la producción o la respuesta ante otras. Se 

tienen diferentes nomenclaturas para las citocinas, lo cual refleja en parte la primera función descrita de 

las mismas y también el orden de su descubrimiento. Se conocen aproximadamente 150 citocinas, que 

están clasificadas como interleucinas (IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF), 

factores de crecimiento (GF), factores estimuladores de colonias (CSF) y quimiocinas (Roitt, 2001). 

 

Quimiocinas 

 

Son proteínas quimiotácticas (su nombre es una contracción de citocina quimiotáctica) que  dirigen el 

movimiento de los leucocitos circulantes en sangre hacia los sitios de inflamación o daño. La unión de 

quimiocinas a sus respectivos receptores de superficie activa vías de señalización en cascada que 

culminan con el re-arreglo, cambio de forma y movimiento de la actina celular. Se han identificado 

aproximadamente 50 y se agrupan en 4 subfamilias en base al número de residuos de cisteína (C) en el 

extremo N-terminal, así como a la función que desempeñan (Abbas et al, 2010; Charo, 2006):  

 Subfamilia CC. Se producen en leucocitos, células endoteliales y fibroblastos. Atraen células 
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mononucleares, linfocitos y eosinófilos a los sitios de inflamación: CCL-1 a CCL-28, como 

ejemplo se encuentran la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1 o CCL2),  CCL5 o 

RANTES, y CCL8; las quimiocinas se unen a sus receptores en las células, y se denominan 

CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, etc.  

 Subfamilia CXC. Al igual que las citocinas CC, se producen en leucocitos, células endoteliales, 

células epiteliales y fibroblastos; la IL-8 (CXCL8), actúa como quimioatrayente de 

polimorfonucleares a los sitios de inflamación por unión con sus receptores CXCR1 y CXCR2. 

Las quimiocinas también pueden favorecer la formación de tejido de granulación por atracción 

de fibroblastos y angiogénesis.  

 Subfamilia CX3C. El único miembro es la fractalcina (CX3CL1); es capaz de arrestar células en 

condiciones fisiológicas de fluido.  

 Subfamilia XCL. El único miembro es la linfotaxina (XCL1 y XCL2), que favorece la atracción 

de linfocitos hacia el timo. 

 

Otras Citocinas 

 

La síntesis de citocinas, responsables de la comunicación entre inmunidad innata y adaptativa, 

constituye una de las principales respuestas celulares al reconocimiento antigénico, dado que los 

diferentes microorganismos contienen antígenos que estimulan a las células de la inmunidad innata. Las 

citocinas de la inmunidad innata inducen la diferenciación de las poblaciones de linfocitos T CD4+ en 

distintas poblaciones efectoras como las sub-poblaciones Th las cuales presentan perfiles distintos de 

producción que determinan el tipo de respuesta básica (Th1, Th2, Th17, Th22, Treg, ente otras). Entre 

las citocinas típicas de Th1 destacan IFN-, TNF- e IL2. Th1 está implicado en las reacciones 

inflamatorias mediadas por células. Varias citocinas de Th1 activan reacciones citotóxicas, inflamatorias 
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y de hipersensibilidad retardada. Por el contrario las células Th2 producen IL4 e IL5 de forma 

característica, produciendo además con frecuencia IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 y estimulan la producción 

de anticuerpos, sobre todo IgE. Las citocinas de Th2 se asocian con la regulación de las respuestas 

alérgicas y de anticuerpos de gran magnitud. Las citocinas de Th1 inhiben las acciones de Th2 y 

viceversa, por lo que la respuesta inmune suele ser predominantemente de tipo Th1 o Th2 (Wynn, 2008; 

Abbas et al, 2010). 

Cuadro 2.  Características generales de las citocinas implicadas en el presente trabajo, lugar de síntesis, 

acción que ejercen en la inflamación y tipo de inmunidad adaptativa que inducen. (Angus, 1998; Booth, 

2010; Malek, 2010; Parameswaran, 2010). 

Citocina Células de síntesis Actividad Tipo de 

Respuesta 

adaptativa  

IL-1β Fagocitos 

mononucleares, 

neutrófilos, células 

epiteliales y endoteliales 

Mediador de inflamación  Th1 

IL-2 Células T activadas y en 

menor cantidad por 

células B activadas 

Crecimiento y diferenciación de células 

T, B, NK, monocitos y macrófagos. 

Producción de IFN- e IL-4. Expansión 

de células citotóxicas. Previene 

autoinmunidad y mantiene la homeostasis 

del sistema inmune.  

Th1 

IL-4 Linfocitos Th2, células 

cebadas 

Desarrollo de la sub-población Th2 de 

manera autócrina, antagoniza con IFN- e 

inhibe reacciones inmunitarias. 

Th2 

IL-6 Fagocitos 

mononucleares, células 

endoteliales, fibroblastos 

y linfocitos T activados 

Inmunidad innata: síntesis de proteínas de 

fase aguda, efectos sistémicos de 

inflamación, producción y respuesta de 

neutrófilos.  

Inmunidad adaptativa: biosíntesis y 

Th1/ Th2 
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secreción de inmunoglobulinas. 

IL-10 Macrófagos activados y 

Ln T 

Inhibe síntesis de IFN- e IL-12 y 

expresión de moléculas co-estimuladoras 

y moléculas CPH clase II en macrófagos 

y células dendríticas. 

Th2 

IL-12 Fagocitos 

mononucleares, células 

dendríticas 

Diferenciación de Ln T CD4+ en Ln Th1 

productores de IFN-, potencia la función 

citolítica de Ln NK y T citotóxicos 

activados.  

Th1 

TNF- Fagocitos 

mononucleares, 

Linfocitos T, Linfocitos 

NK, Células cebadas 

Estimula moléculas de adhesión y 

atracción de neutrófilos y monocitos a 

zonas de infección. 

Th1 

IFN- Ln NK, Th1 CD4+ y 

TCD8+ 

Potencia a TNF-. Favorece la 

diferenciación de Ln hacia Th1. Refuerza 

función microbicida de macrófagos, 

estimula la síntesis de intermediarios 

reactivos de oxígeno y óxido nítrico. 

Activa neutrófilos, promueve actividad 

citolítica de Ln NK. Favorece reacciones 

inflamatorias ricas en macrófagos. 

Estimula la producción de moléculas 

CPH clase I y II y de LMP-2 y LMP-7 

del proteasoma. Actúa sobre Ln B, 

favoreciendo ciertas clases de IgG y 

opsonización de microorganismos. 

Th1 

TGF-  Inhibe la proliferación, diferenciación y 

activación de Ln T, macrófagos, 

neutrófilos y células endoteliales. 

Estimula la síntesis de IgA. 

 

 



~ 36 ~ 
 

Las citocinas libres actúan sobre endotelios cercanos al sitio de infección, modifican la expresión de 

moléculas de superficie como E-selectina, L- selectina e integrinas, involucradas en los mecanismos de 

rodamiento y adhesión de leucocitos permitiendo su avance hacia los sitios de inflamación (diapédesis); 

promueven un incremento en la permeabilidad vascular, en la celularidad, en el paso de líquido 

constituido de proteínas séricas (proteínas de complemento, anticuerpos, proteínas de fase aguda, MBL, 

etc.) y agua; al resultado de este proceso se denomina edema. Las citocinas actúan activando a las 

células fagocíticas para hacerlas más eficientes. Además de sus efectos locales, las citocinas actúan en el 

hígado promoviendo la producción de proteínas de fase aguda. Estas moléculas son el lenguaje químico 

que permite el funcionamiento integral del sistema inmune. 

 

Inmunidad Adaptativa, balance Th1-Th2 

 

La inmunidad adaptativa tiene un papel fundamental durante el proceso inflamatorio para la eliminación 

de agentes externos. El sistema inmune adaptativo responde de manera dicotómica ante los estímulos: 

por un lado, la respuesta de tipo humoral es la vía de producción y liberación de anticuerpos a través de 

células B; por otro lado, incluye la respuesta celular mediada por células o linfocitos T. Los linfocitos T 

están diferenciados en varias sub-poblaciones: los linfocitos T cooperadores CD4
+
 (Th1 o Th2) 

productores de citocinas; los linfocitos T citotóxicos (Ln Tc) CD8
+
; y  los linfocitos T reguladores 

(Treg). La respuesta de los linfocitos T cooperadores contra diversos microorganismos se polariza hacia 

Ln-Th1, productores de citocinas pro-inflamatorias (IFN-, e IL-2), o Ln-Th2 productores de citocinas 

anti-inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-10), ambos con acción antagónica. La respuesta se termina con la 

eliminación del estímulo que la desencadenó. 

Durante el proceso inflamatorio también se activan los mecanismos de reparación en el sitio de 
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infección y daño. Los macrófagos eliminan restos celulares del microorganismo y del tejido del 

hospedero, las células mesenquimáticas son estimuladas para reproducirse y sintetizar componentes 

extracelulares, formando tejido cicatricial, es decir tejido conectivo denso de colágeno y células 

generalmente activadas por citocinas del tipo TGF-β e IL-10. En los tejidos que no tienen capacidad 

regenerativa importante, las células mesenquimáticas perivasculares llenan el sitio de daño con tejido 

conectivo fibroso (Geneser, 1990). 

 

Tipos de Inflamación 

 

Debido a ciertos parámetros como la duración del proceso inflamatorio, las células presentes y el tipo de 

moléculas que se expresan, la inflamación se clasifica en aguda y crónica.  

 

La inflamación aguda es una respuesta inicial inmediata relativamente breve; se produce en minutos y 

su duración es desde varias horas hasta algunos días; esta respuesta es necesaria para que se lleve a cabo 

el suministro de células y mediadores químicos al sitio de daño. Está comprendida por diferentes etapas: 

1) incremento en el flujo circulatorio y en la permeabilidad vascular, producción y movimiento de 

exudado acompañado de agua (edema); 2) infiltración del tejido por neutrófilos; 3) fagocitosis y muerte 

microbiana; 4) resolución, organización o cronicidad. Este tipo de respuesta es causado principalmente 

por hipersensibilidad, agentes físicos o químicos, necrosis de tejido por infarto o por agentes biológicos 

patógenos. De manera ideal la inflamación aguda generalmente culmina con la resolución y 

cicatrización mediante la formación de fibrosis y tejido cicatricial (Rubin, et al., 2006; Kumar et al., 

2010).   
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La inflamación crónica es el resultado de una evolución prolongada y sostenida de la respuesta 

inflamatoria aguda; generalmente ocurre cuando el agente dañino no es eliminado. Al inicio presenta 

características de una inflamación aguda, pero cuando es persistente dichas características se modifican; 

se presentan principalmente células mononucleares: macrófagos, linfocitos, células plasmáticas y células 

gigantes. La constante liberación de factores quimiotácticos, la interacción entre linfocitos y 

macrófagos, y la gama de mediadores que son secretados, son la base de la cronicidad de la respuesta. 

En este tipo de inflamación existe destrucción tisular provocada en gran medida por las células 

inflamatorias, aunque también existen intentos de reparación por lo que se observa angiogénesis 

(construcción de nuevos vasos sanguíneos) y fibrosis (proliferación de fibroblastos). La inflamación 

granulomatosa se considera una variedad de la inflamación crónica y se caracteriza por la presencia de 

agregados de macrófagos modificados, linfocitos y células gigantes multinucleadas (granulomas); este 

tipo de inflamación representa la presencia de una respuesta constante ante agentes externos infecciosos 

o no infecciosos (Rubin et al., 2006; Kumar et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ 39 ~ 
 

Micetoma 

 

Esta enfermedad es ocasionada por agentes de origen exógeno y de acuerdo con su etiología  puede 

clasificarse como actinomicetoma o eumicetoma. El actinomicetoma es causado por actinomicetos cuyas 

especies más frecuentes son: Nocardia brasiliensis, N. asteroides, N. otitidiscaviarum; Actinomadura 

madurae, A. pelletieri; y Streptomyces somaliensis. El eumicetoma es causado por hongos y las especies 

aisladas más frecuentemente son: Madurella spp., Pyrenochaeta spp., Leptosphaeria spp., Scedosporium 

sp., Cephalosporium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp. (Dávila, 1995; Carrada, 1995; McGuinnis, 

1996).  

 

Es un padecimiento que se desarrolla a partir de la inoculación traumática de los agentes etiológicos a 

través de la piel. Cursa con lesiones de aspecto tumoral, localizadas en el tejido afectado, con 

inflamación crónica granulomatosa; se caracteriza por aumento de volumen del área afectada, con 

presencia de fístulas que drenan material seropurulento o hematopurulento hacia la superficie, 

conteniendo microcolonias del agente causal conocidas como ―granos‖. Generalmente afecta la piel, el 

tejido subcutáneo, el músculo y frecuentemente el hueso (Dávila, 1995; Maslin, 2001). 

 

Epidemiología 

 

Las casuísticas más numerosas provienen de países situados entre los Trópicos de Cáncer y de 

Capricornio (latitudes 16º S y 30º N), siendo India, Sudán y México los países más afectados 

mundialmente. En América los actinomicetomas se presentan con mayor frecuencia que eumicetomas. 

En México como hízo notar Mariat en 1963, es el país con mayor número de casos reportados. Por otro 

lado, África es el continente con mayor número de casos de eumicetoma, en el mundo particularmente 
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en Sudán (Abbott, 1956; Lynch, 1964). 

 

En México se presentan aproximadamente 70 casos de micetoma por año, el 98% son actinomicetomas, 

de los cuales el 86% son causados por N. brasiliensis. Los casos son provenientes en su mayoría de los 

estados de Nuevo León, San Luis Potosí, Jalisco, Morelos y Guerrero; en menor número en estados 

situados al norte del país, aunque de manera probable existen casos en toda la República Mexicana 

(López-Martínez et al., 1992, López-Martínez, et al, 2006). 

 

El padecimiento se reporta con mayor frecuencia en hombres que en mujeres en una proporción de 4:1. 

Se ha relacionado con la ocupación, principalmente con las labores del campo, debido a que los agentes 

causales son organismos saprobios de suelos con abundante materia vegetal en descomposición; grupos 

laborales menos afectados, aunque igualmente importantes, son las amas de casa y estudiantes 

(generalmente esposas e hijos de campesinos que apoyan en las labores agrícolas), cargadores, 

mecánicos, etc., ocupaciones en que frecuentemente existe contacto traumático con los agentes causales. 

Es importante señalar que las condiciones de trabajo en países subdesarrollados como México son 

deficientes, por lo que las personas realizan estas actividades con sus manos y pies descubiertos ya que 

no cuentan con vestimentas que les brinden protección contra las probables lesiones que puedan 

favorecer la inoculación de diversos patógenos; esto explica el mayor número de casos de micetoma que 

afecta las extremidades inferiores y superiores. Por otro lado, las personas afectadas tampoco cuentan 

con vehículos de carga para el transporte de sus productos, por lo que se valen de sus propios cuerpos 

incrementando la posibilidad de traumatismos y en consecuencia la aparición de micetomas en otras 

regiones corporales. Después de las extremidades, el tronco, abdomen y cabeza que son las más partes 

anatómicas  más afectadas. El micetoma se reporta con mayor frecuencia entre los 20 y 50 años de vida  
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periodo de mayor productividad, aunque se puede presentar a cualquier edad. 

 

Fisiopatogenia 

 

González-Ochoa describió la fisiopatogenia del actinomicetoma con el siguiente texto -―Inicia con la 

entrada del agente etiológico a través de traumatismos con pérdida de continuidad de la piel. La lesión 

transcurre de manera asintomática por tiempo prolongado, durante el cual el microorganismo se 

desarrolla y multiplica emitiendo ramificaciones en el tejido, dichas ramificaciones son constreñidas por 

las células del hospedero, obligando al microorganismo a apelotonarse y a formar micro-colonias, 

conocidas como granos. Conforme el microorganismo continúa multiplicándose, debilita el poder 

defensivo tisular, permitiendo su extensión y el desarrollo de nuevos focos, formando micro abscesos 

que al paso de los meses ocasiona en los tejidos un infiltrado inflamatorio crónico con formación de 

granulomas, fibrosis y papilomatosis. Los microabscesos se extienden por contigüidad, están 

intercomunicados por la formación de fístulas y a través de la piel drenan material hematopurulento y 

los granos ya referidos. Los microabscesos y fístulas están rodeados por tejido conjuntivo que, al 

esclerosarse, constituyen la tumoración y dureza características. La fibrosis ocasiona un marcado 

compromiso circulatorio, lo que dificulta la llegada de los medicamentos utilizados para el tratamiento y 

consecuentemente retarda o impide la curación‖- (González-Ochoa, 1968).  

 

A pesar de que esta descripción es válida y usada hasta nuestros días, quedan muchos aspectos por 

resolver acerca de la fisiopatogenia de este padecimiento. Entre ellos el tamaño del inóculo necesario 

para que la enfermedad se desarrolle. Aunque algunos estudios en modelos animales se utilizan 

suspensiones bacterianas relativamente concentradas (1x10
7
 células/mililitro) (Salinas-Carmona et al, 
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1999), seguramente éstas están muy lejos de parecerse a la inoculación inicial en un humano. En 1963, 

Macotela-Ruiz sugirió que el proceso puede desencadenarse por inoculaciones repetidas del 

microorganismo en baja concentración, provocando sensibilización del tejido y posterior desarrollo del 

micetoma.  

 

Por otro lado, tampoco se conoce el periodo de incubación de la infección, desde que el microorganismo 

entra y sobrevive en el tejido, hasta el desarrollo característico del micetoma. En los humanos la 

infección es muy crónica; la mayoría de los casos tiene más de cinco años y algunos han sido reportados 

de 20 años de evolución.  

 

Nocardia brasiliensis 

 

Clasificación taxonómica (Holt, et al. 2000). 

 

Dominio Bacteria 

 Reino Protista 

  Phylum Actinobacteria 

   Clase Actinobacteria 

    Orden Actinomycetales 

     Suborden Corynebacterinae 

      Familia Nocardiaceae 

       Género Nocardia 

        Especie Nocardia brasiliensis 

 

 

 

La taxonomía en los actinomicetales se ha definido a través del análisis molecular basado en la 

estructura de genes como el 16S rRNA y el gyrB (Figura 6). Dentro del dominio Bacteria se encuentra 

el phylum Actinobacteria en el que se incluyen 48 familias con 219 géneros. El género Nocardia 

taxonómicamente pertenece al orden Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, y familia 
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Nocardiaceae (Takeda et al.,  2010; Zhi et al., 2009;  Chun, 1995). A nivel de orden, el género Nocardia 

se encuentra relacionado con otros microorganismos de gran relevancia médica como Mycobacterium 

(M. tuberculosis y M. leprae) Rhodococcus y Corynebacterium (C. diptheriae, causante de la difteria). 

Dentro del género Nocardia se han descrito aproximadamente 50 especies, de las cuales 30 son 

causantes de patologías en humanos y animales, cuya principal localización es pulmonar, cutánea y en 

sistema nervioso central.  

 

Figura 6. Clasificación propuesta por  Chun y Goodfellow en 1995, con base en la secuencia del gen 16S 

rRNA. Se muestran algunas especies de Nocardia reportadas como patógenas de animales y humanos, 

además de otros actinomicetos taxonómicamente relacionados como Mycobacterium. 
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Los actinomicetos son bacterias Gram positivas, con altos contenidos de guanina y citosina (G+C) en su 

DNA, que de acuerdo al género y especie varía entre el 50 y 70 %. Estos microorganismos presentan 

gran variedad de morfologías; entre ellas se encuentran las bacterias filamentosas como Nocardia spp. y 

Streptomyces spp. Se han encontrado en gran variedad de sustratos terrestres y acuáticos, sobre todo en 

suelos con rangos de pH entre 5 y 9 (Leiva, et al, 2004). Producen terpenoides, pigmentos y enzimas 

extracelulares, que les permiten degradar la materia orgánica. Pueden usar fuentes de carbono simples o 

complejas y compuestos moleculares orgánicos  (ácidos, polisacáridos, lípidos, proteínas, hidrocarburos 

alifáticos, amonio, nitratos, aminoácidos, peptonas y gran variedad de proteínas (Ezziyyani et al., 2004; 

Leveau, 2000). 

 

La pared celular de estos microorganismos es compleja y se utiliza en ocasiones para la identificación 

del género. En su composición se encuentran moléculas como peptidoglucano, ácido meso-

diaminopimelico, arabinogalactana, carbohidratos de superficie como arabinosa y galactosa. En algunas 

especies de Nocardia se ha reportado la presencia del factor cuerda (6, 6’-dimicolato de trealosa), 

compuesto por peptidoglucano, arabinogalactana y ácidos micólicos (varían según la etapa de 

crecimiento bacteriano y especie). No se conoce si están presentes moléculas como el fosfatidil inositol 

manósido (PIM), pero sí, se han descrito fosfatidil inositol (PI), fosfatidil etanol amina (PE) en 

cantidades variables y difosfatidil glicerol. Se ha propuesto que en la pared de Nocardia se encuentran 

ácidos grasos no hidroxilados, entre ellos ácido palmítico, palmitoteico, esteárico, oléico, 

tuberculoesteárico y nocardiólico. Dependiendo de la especie se presentan diversas cantidades de 

lipoproteínas y lipopéptidos asociadas a la membrana y pared celular. Otras moléculas asociadas son 

menaquinonas y fosfatidiletanolaminas (Lechevalier, 1967; Sandoval, 1996; Beaman, 1993; Beaman, 

1994; Chun, 1995;  Yamamura, 2004).  
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Morfología macroscópica 

 

En cultivo las colonias tienen su desarrollo óptimo entre 30 y 37 °C, en diferentes medios 

bacteriológicos y micológicos como el agar infusión cerebro-corazón (BHI), agar Czapeck, agar 

dextrosa Sabouraud, el agar gelosa chocolate y agar Lowensten-Jensen. Su fase lag de crecimiento es 

entre los 7 y los 10 días. Las colonias son de aspecto céreo, con pliegues cerebriformes, y presentan 

tonalidades que van del blanco al anaranjado, con filamentos aéreos (Figura 7A).  

 

Morfología microscópica 

 

El estudio microscópico muestra que las bacterias de N. brasiliensis forman pseudo-filamentos 

ramificados, con presencia de elementos cocoides y/o bacilares, Gram + y parcialmente ácido-alcohol 

resistentes con la tinción de Kinyoun (Figura 7B). 

 

 

Figura 7. Morfología macroscópica y microscópica de N. brasiliensis en Agar BHI y tinción de 

Kinyoun. 

 

 

 

A B 
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ANTECEDENTES 

 

Respuesta inmune durante el Micetoma 

 

Se han realizado pocos estudios con el propósito de entender la interacción que se lleva a cabo entre el 

hospedero y N. brasiliensis, durante el establecimiento de la enfermedad. 

 

Debido a que se presenta de manera más frecuente en hombres que en mujeres, Hernández-Hernández et 

al., 1995, realizaron estudios enfocados a explorar la respuesta a diferentes hormonas esteroides. En este 

estudio se demostró in vitro e in vivo que la progesterona y la testosterona tienden a inducir  una 

evolución más grave en los ratones a los cuales se les indujo el actinomicetoma con N. brasiliensis; por 

el contrario los ratones tratados con estradiol presentaron tendencia a la curación en menor tiempo que 

los tratados con las otras hormonas.   

 

Respecto a la respuesta inmune celular en el micetoma, en 1977 Sundararaj et al., trabajando con 

cobayos, observaron que esta respuesta es protectora en este padecimiento. Estos autores también 

describieron que existe una inhibición de la migración de macrófagos hacia el sitio de infección y que su 

actividad esta retardada. En 1983 Conde et al., describieron la presencia de granulocitos, histiocitos y 

células plasmáticas, células epiteliales y linfocitos durante el micetoma murino.  

 

En humanos, Guimaràes et al. (2003) reportaron características celulares semejantes a las observadas en 

ratones: granos rodeados de neutrófilos polimorfonucleares y presencia de macrófagos, células 

plasmáticas y linfocitos de tipo CD8
+
, además de capas de fibrina. Palma-Ramos et al, (2003) 
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confirmaron que los linfocitos T CD8+ son la subpoblación principal de linfocitos presentes en el 

micetoma causado por Acinomadura madurae. En 1985 Beaman observó que el retardo en la respuesta 

celular está relacionado con la capacidad de la bacteria para producir la enzima superóxido dismutasa 

inhibiendo el estallido respiratorio. 

 

En 2009 Salinas-Carmona, et al., han estudiado ampliamente los niveles de citocinas presentes en suero 

en un modelo murino; los autores encontraron incrementados los niveles de IL-10 e IFN- durante la 

primera semana de infección; también  observaron incremento en los niveles de IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-

 a las 24 h posteriores a la infección, sin encontrar variación en IL-1ß, IL-2 y TNF-. En 2004, 

mostraron que la inmunización con sueros de donadores previamente infectados no previene la 

infección. Méndez-Tovar et al. (2004) encontraron diferencias en la producción de citocinas a partir de 

células mononucleares obtenidas de pacientes y de individuos sanos retadas con fracciones celulares de 

N. brasiliensis, observaron que el TNF- e IL-4 fueron mayores en los cultivos celulares de pacientes, 

mientras que el IFN- estuvo elevado en los cultivos de individuos sanos; IL-10 e IL-12 no presentaron 

diferencias entre los dos grupos; concluyendo que probablemente exista una respuesta inmune de tipo 

Th2 durante la infección con micetoma. 

 

En cuanto a las inmunoglobulinas, en 1962 González-Ochoa et al. observaron que tanto en pacientes 

como en el modelo murino, los títulos elevados de anticuerpos se asocian a un pronóstico grave. Rico et 

al. (1982) observaron que cuando transferían anticuerpos de ratones infectados con Nocardia hacía 

ratones sanos infectados posteriormente, estos últimos no sólo no se encontraban inmunológicamente 

protegidos contra la infección, sino que además estos ratones receptores de suero presentaban 

infecciones mas graves. En 1999 Salinas-Carmona et al. en un modelo murino mostraron la presencia de 
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IgM en los primeros 7 días PI, y la IgG apareció hasta los 45 días PI. Por otro lado, Mendez-Tovar, et 

al., 2004, demostraron que en células mononucleares de sangre periférica tanto de pacientes como de 

individuos sanos retadas con antígeno crudo de N. brasiliensis, los subtipos de IgG estaban elevados a 

expensas de IgG3 e IgG4, sin diferencia en la producción de IgM.  

 

Si las especies del género Mycobacterium se encuentran taxonómicamente relacionadas con el género 

Nocardia, es posible que ambos presenten una composición de PAMPs relativamente similar. Diversos 

grupos se han enfocado al estudio de distintos componentes de la respuesta inmune innata contra 

micobacterias, entre ellos la respuesta inducida por TLRs y su papel en la producción y liberación de 

citocinas pro y anti-inflamatorias. Algunos de estos estudios se tomaron como referencia para la 

realización de este trabajo.  

 

Papel de TLR2 y TLR4 en la infección por Mycobacterium 

 

Varios estudios han tratado de establecer el papel de los TLRs en el reconocimiento e inducción de la 

respuesta inmune contra actinomicetos, principalmente M. tuberculosis y M. leprae y M. bovis.  

 

Autores como Means et al. (1999) y Jones et al. (2001) describieron el papel de los TLRs en el 

reconocimiento y respuesta contra diferentes PAMPs (LPS y LAM, entre otras.). 

 

Otros autores como Abel et al. (2002) han descrito que en animales deficientes de TLR4 presentan 

deficiencias en la respuesta y regulación inmune, desarrollan neumonía crónica con infiltración 

incrementada de neutrófilos y disminución en la producción de TNF-α, IL-12p40 y MCP-1. 

Suwagara et al. (en 2003) observaron que ratones knock-out para TLR2 y TLR6 desarrollan lesiones 
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granulomatosas mas grandes que los ratones silvestres, con gran cantidad de infiltración de neutrófilos y 

menor producción de IL-1β, TNF-α, TGF-β e IL-12, así como mayor producción de IL-4 e IL-6. 

 

Por otro lado, Krutzik et al. (2003) reportaron que el dímero de TLR2-TLR1 estaba fuertemente 

expresado en lesiones localizadas de lepra tuberculoide, fenómeno que estuvo asociado al incremento en 

la producción de IL-12, IFN-γ y GM-CSF; por el contrario, en la forma diseminada (lepra lepromatosa) 

observaron disminución en la expresión del dímero e incremento en IL-4 e IL-10. 

 

En el 2004, otros autores como Pai et al. y Nicolle et al., describieron que los TLRs son responsables de 

la señalización en la respuesta contra infecciones provocadas por M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, 

así como de la expresión de los genes que codifican para distintos TLR. 

 

Rocha-Ramírez et al. (2008) en estudios in vitro observaron que las fracciones lipídicas obtenidas de 

cepas hipervirulentas disminuyeron la expresión de TLR2, TLR4 y MHC de clase II y aumentaron la 

producción de TNF-α e IL-10. Las fracciones de cepas menos virulentas incrementaron la expresión de 

TLR2, TLR4 y MHC de clase II y disminuyeron la producción de TNF-α e IL-10.  

 

Bochud et al. (2009) mostraron que algunos polimorfismos en TLR4 estaban asociados con la 

susceptibilidad a desarrollar lepra y que M. leprae inducía disminución de TLR4, IL-1β, IL-6 e IL-

12p40 en monocitos. 

 

Como se describe en diversos trabajos, los TLRs se han asociado con el tipo de respuesta inmunitaria 

contra los actinomicetos del género Mycobacterium; se ha observado que los TLRs más importantes son 
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TLR2 y TLR4, éstos a su vez están asociados con los tipos de citocinas producidas durante la respuesta 

inmune.  

 

En el actinomicetoma se han determinado algunas citocinas durante el proceso inflamatorio crónico. Sin 

embargo, no se ha descrito si los TLRs tienen participación en el reconocimiento de N. brasiliensis, y 

por lo tanto en la inducción de las citocinas reportadas durante la infección. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El proceso inflamatorio está regulado por una extensa red de mecanismos en los que participan 

mediadores químicos y celulares, además de múltiples factores como los nutricionales, hormonales y 

genéticos. En la actualidad se intenta describir los mecanismos que participan durante las diferentes 

etapas en el proceso inflamatorio agudo o crónico. 

 

El micetoma es un padecimiento en el que se presentan las diferentes fases del proceso inflamatorio 

tanto aguda como crónica. Se desconoce si los TLRs, particularmente TLR2 y TLR4, participan en el 

reconocimiento y regulación de la respuesta contra N. brasiliensis, como se ha reportado para 

micobacterias, y si la modulación por parte de estos receptores impide la resolución temprana de la 

infección, lo que en consecuencia induciría la evolución y permanencia de una inflamación crónica.  
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HIPÓTESIS 

 

El reconocimiento de PAMPs de N. brasiliensis a través de TLR2 y/o TLR4, modificará su expresión e 

inducirá la producción de citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, TNF-α) o de citocinas anti-

inflmatorias (IL-10) en el sitio de infección. 
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OBJETIVOS 

General 

 

Determinar que la expresión de TLR2 y/o TLR4 en células presentes en el sitio de infección, regula la 

producción y liberación de citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, TNF-) y anti-inflamatorias (IL-10) 

durante el establecimiento y evolución del proceso inflamatorio crónico en el actinomicetoma murino 

causado por Nocardia brasiliensis. 

 

Particulares 

 

1. Identificar morfológicamente los tipos celulares presentes en el sitio de infección durante la evolución 

del proceso inflamatorio crónico en el actinomicetoma experimental murino por N. brasiliensis.  

2. Cuantificar los niveles de expresión del mRNA TLR2 y TLR4 en células del sitio de inoculación. 

3. Cuantificar la expresión del mRNA de las citocinas proinflamatorias IL-1β, IL6, TNF- y la anti-

inflamatoria IL-10 durante el proceso inflamatorio crónico.  

4. Relacionar la expresión del mRNA TLR2 y TLR4 con la expresión del mRNA de citocinas pro y anti- 

inflamatorias durante la evolución de la inflamación crónica en el actinomicetoma.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Inducción del actinomicetoma experimental 

 

 

Para la inducción del actinomicetoma experimental murino se realizaron diversas pruebas con dos cepas 

de N. brasiliensis: la primera con número de referencia ATCC 700358, fue donada por los Dres. Mario 

Cesar Salinas-Carmona y  Oliverio Welsh, de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de 

Nuevo León (UANL, Monterrey, México); la segunda fue un aislado reciente a partir de un paciente con 

micetoma en extremidad inferior originario del estado de Puebla. Este aislado fue tipificado en el 

laboratorio de Micología Médica de la Facultad de Medicina de la UNAM. También se utilizaron 

diferentes cepas de ratón: Balb/c, CD1 y la silvestre Taconic, proporcionadas por el Bioterio de la 

Facultad de Medicina de la UNAM. El modelo experimental (ratones Taconic) y la cepa de N. 

brasiliensis (FM 825) que indujo el actinomicetoma más típico en el mayor número de ratones fueron 

seleccionados para el estudio inmunológico propuesto en este trabajo.  

  

Preparación del inoculo bacteriano 

 

 

Se utilizó la cepa de N. brasiliensis FM-825, obtenida recientemente de un paciente con micetoma, 

tipificada por procedimientos morfológicos, bioquímicos y moleculares (Brown-Elliott et al., 2006; 

Betrán et al., 2009). La cepa fue crecida en caldo BHI (BD BIOXON, México) a 37° C por 4 días. Con 

ayuda de un macerador de vidrio, se disgregaron las colonias  suavemente para obtener una suspensión 

conteniendo 1.5 x 10
8
 UFC ml

-1 
en solución salina isotónica 0.1M (SSI), libre de pirógenos endógenos. 
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Ratones 

 

 

Se utilizaron 84 ratones macho de 30 g de la cepa silvestre Taconic (Hernández-Hernández et al., 1995), 

divididos en 21 lotes de 4 ratones cada uno. Un lote de ratones sanos fue sacrificado al inicio del 

experimento (T0) y fue utilizado para localizar y medir los niveles basales de expresión de TLR-2 y 

TLR-4. Cinco lotes fueron inoculados con 0.1 ml de SSI y utilizados como grupo control; estos fueron 

sacrificados 2, 4, 8, 48 horas y 10 días posteriores a la inoculación (PI). Siete lotes fueron inoculados 

0.1 ml de una solución de carragenina lambda IV (SIGMA) al 2% (polisacárido polisulfatado de alto 

peso molecular extraído de algas rojas, utilizado para inducir inflamación estéril, (Dalmarco, et al, 2008) 

y fueron sacrificados a las 2, 4, 8, 48 horas, 10, 20 y 50 días PI. Finalmente a ocho lotes se les inoculó 

0.1 ml de la suspensión de N. brasiliensis en la almohadilla plantar derecha y un lote fue sacrificado por 

cada tiempo posterior a la inoculación (PI): 2, 4, 8, 48 horas, 10, 20 y 50 días y 6 meses. Las 

inoculaciones se aplicaron en el cojinete plantar de la pata derecha. El protocolo de experimentación en 

animales fue sometido y aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la UNAM y fue 

realizado de acuerdo a las normas de Regulación Nacionales (NOM-062-ZOO-1999). 

 

Estudio histológico 

 

 

Las muestras de tejido de cada grupo fueron embebidas en parafina y longitudinalmente cortadas con un 

grosor de 5 m. Los cortes fueron tratados con diferentes métodos de tinción: hematoxilina-eosina (HE), 

azul de toluidina (AT), Giemsa y Gram, para realizar la observación microscópica de las morfologías 

celulares localizadas en el sitio de infección.  Se realizaron registros fotográficos de por lo menos tres 

cortes de cada tinción a diferentes magnitudes (10X, 40X y 100X). 
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Detección de la expresión de TLR2, TLR4 y citocinas 

 

 

 

Extracción de RNA 

 

El tejido plantar total obtenido a partir de tres de los 4 ratones de los diferentes lotes fue lavado con 

solución salina estéril (preparada con agua tratada con dietil-pirocarbonato, DEPC), secado y en 

presencia de nitrógeno líquido fue pulverizado. El polvo tisular fue homogenizado en un mililitro de 

QUIAzol
TM

 Lysis Reagent (QUIAGEN Sciences; Maryland, USA). Los siguientes pasos del 

procedimiento de extracción de RNA total fueron realizados de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

 

 

RT-PCR  

 

Para la reacción de retrotranscripción (RT) se utilizaron 1.3 µg de RNA (máxima obtenida del tejido de 

cada individuo procesado). La mezcla de reacción contenía además como concentraciones finales 1X 

Buffer RT, DTT 10 mM, dNTP’s 5 mM, Oligo DT 10 ng y M-MLV Reverse Transcriptase 400 U 

(Invitrogen, California, USA), en un volumen final de 10 µl. La mezcla fue incubada 10 minutos a 30º C 

y 60 minutos a 38ºC.  

 

La técnica de PCR incluyó los oligonucleótidos para TLR2, TLR4 y β-actina (usado como gen control), 

reportados por Jin et al. (2007) mientras que para las citocinas se usaron los oligonucleótidos reportados 

por Sugawara et al. en el 2003 (IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-, IFN- Y TGF-), y para IL-1 se usaron 

los oligonucleótidos reportados por Zhong, et al. (2009) (Cuadro 3). 
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La mezcla de reacción para la PCR contenía 10 l del producto de RT y las siguientes concentraciones 

finales: Buffer PCR 1X, MgCl 0.72 mM, dNTP’s 0.2 mM, oligonucleótidos sentido y antisentido 0.34 

M de cada uno, enzima Taq polimerasa 2.5 U, agua ultrapura 25.9 l, en un volumen final de 50 l.  

 

Dada la importancia de otras citocinas durante la respuesta ante una infección, durante el desarrollo del 

trabajo se incluyeron pruebas adicionales para conocer la participación de citocinas como IFN-γ, IL-2, 

Il-12 y TGF-β, a pesar de no estar contempladas inicialmente en los objetivos.  

 

Cuadro 3. Lista de oligonucleótidos usados para la amplificación TLRs y citocinas durante la realización 

del presente estudio. 
 Sentido 5’- 3’ Antisentido 5’- 3’ Amplicon (pb)  

TLR2 TTTGCTCCTGCGAACTCCTA GCTTTCTTGGGCTTCCTCTT 295 

TLR4 GGGTCAAGGAACAGAAGCA TGAAGGCAGAGGTGAAAGC 349 

Β-actina GCTACAGCTTCACCACCACAG GGTCTTTACGGATTGCAACGTC 288 

IL-1β GCCCATCCTCTGTGACTCAT AGGCCACAGGTATTTTGTCG 230 

IL-2 CTTCAAGCTCCACTTCAAGCT CCATCTCCTCAGAAAGTCCAC 400 

IL-6 CATCCAGTTGCCTTCTTGGGA CATTGGGAAATTGGGGTAGGAAG 463 

IL-10 CCAGTTTTACCTGGTAGAAGT 

GAT 

TGTCTAGGTCCTGGAGTCCAG 

CAG 

324 

IL-12 ATCTCCTGGTTTGCCATCGTT 

TTG 

TCCCTTTGGTCCAGTGTGACCTTC 527 

TNF-α ATGAGCACAGAAAGCATGATC TACAGGCTTGTCACTCGAATT 276 

IFN-γ TACTGCCACGGCACAGTCATT 

GAA 

GCAGCGACTCCTTTTCCGCCT TCC 

T 

405 

TGF-β CGGGGCGACCTGGGCACCATC 

CATGAC 

CTGCTCCACCTTGGGCTTGCGACC 

CAC 

410 
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Figura 8. Condiciones de temperatura para las diferentes PCRs.  

 

TLR2, TLR4 y β-actina, estandarizadas en el laboratorio de Micología Médica. 

 

 

 

 

 

 

 

IL-1, como reportan Zhong, et al, 2009. 

 

 

 

 

 

 

 

 

IFN-γ y TNF-α, como reportan Sugawara et al, 2003 
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IL-2 e IL-6 como reportan Sugawara et al, 2003. 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGF-β como reportan Sugawara et al, 2003. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IL-10 como reportan Sugawara et al, 2003. 
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Análisis densitométrico 

 

 

Los productos de PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 1.5%, teñidos con bromuro de etidio a 

una concentración final de 5 g/ml y visualizados en un transiluminador UV. Las imágenes fueron 

capturadas y analizadas con el sistema EDAS 290 Kodak System (Rochester, NY). La cuantificación se 

realizó midiendo la densidad de bandas expresada en pixeles. De acuerdo al manual de Kodak, el valor 

de densidad integrada (IDV) se determina de acuerdo al número de pixeles registrados en la banda 

menos el fondo: representado por la siguiente fórmula IDV=  (cada valor de pixel menos el fondo). 

Para la obtención de los valores en nanogramos (ng), los resultados del IDV de las bandas fueron 

comparados con los valores del marcador de peso molecular GeneRuler
TM

 (Express DNA Ladder, USA) 

tomado como estándar. 

 

Análisis estadístico 

 

 

Para comparar los valores obtenidos de los diferentes grupos de estudio contra los valores basales, se 

realizó la prueba One sample t test. Por otro lado se realizó una prueba de correlación entre los valores 

obtenidos de TLRs y los de citocinas. Se utilizó el programa STATISTICA 8 (2007) para Windows, con 

un nivel de significancia de 0.05. 

 

 

Detección de la expresión de TLR2 y de TLR4 por inmunohistoquímica 

 

 

Los fragmentos de tejido murino de los diferentes lotes de ratones fueron seccionados y fijados en una 

solución amortiguadora de fosfatos con formol al 10% por 24 horas; posteriormente fueron lavados con 
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amortiguador Tris-HCl (0.1 M, pH 7.2) y sumergidos en solución de EDTA al 10% por 15 días, con 

cambios cada 48 h. El tejido fue incluido en parafina y cortes de 5 µm fueron hidratados y reactivados 

antigénicamente en amortiguador de citratos (ácido cítrico 0.01M, citrato de sodio 0.01M) de acuerdo al 

método de Pérez-Torres et al., 2009. La peroxidasa endógena fue bloqueada con peróxido de hidrógeno 

al 3%. El tejido fue bloqueado con albúmina sérica bovina fracción V (disuelta en Tris-HCl al 4% más 

tritón 0.01%) por 20 minutos a temperatura ambiente; el suero de bloqueo fue decantado y se agregó el 

anticuerpo primario para TLR2 o TLR4 (anticuerpos policlonales anti-mouse Santa Cruz Biotechnology, 

INC, California), en una dilución 1:50. Después de incubar toda la noche a 4 C, se agregó el anticuerpo 

secundario  anti-conejo para TLR2 (Match 4 de Biocare-Medical) o anti-cabra para TLR4 (Goat HRP-

Polymer Kit, Biocare Medical); el tejido fue incubado 60 minutos en cámara húmeda a temperatura 

ambiente; se agregó el polímero complementario (MRH2P) para el anticuerpo secundario y se incubó 30 

minutos a temperatura ambiente. Para el revelado se agregó diaminobenzidina (DAB500 Chromogen 

System, Biocare Medical); la contra-tinción fue realizada con hematoxilina de Mayer. Finalmente el 

tejido fue deshidratado y montado en resina (Ecomount Mounting Medium Biocare Medical) para su 

observación con microscopía de luz. 
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Capítulo 2 
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RESULTADOS 

 

Inducción del actinomicetoma 

 

A diferencia de las otras cepas de ratones y de Nocardia, el actinomicetoma se estableció de manera 

exitosa en la cepa de ratón Taconic, con 100 µl de suspensión bacteriana de la cepa FM825. En la 

Figura 9, se muestran la evolución del micetoma a diferentes tiempos representativos del proceso 

inflamatorio. A: Pata recién inoculada, mostrando un ligero aumento de volumen debido al inóculo; B: 8 

horas PI, ligero aumento de volumen; C: 20 días PI, la inflamación fue muy notoria; D: 50 días PI, el 

aumento de volumen fue muy evidente, de aproximadamente el doble de una pata recién inoculada. Por 

último, en E y F se muestra una pata de frente y de perfil a los 6 meses PI; el aumento de volumen 

debido al proceso inflamatorio fue muy aparatoso; en este tiempo se observaron fístulas, ulceras y tejido 

necrótico en el orificio de las fístulas.    

 
Figura 9. Desarrollo del proceso inflamatorio en la pata de los ratones a diferentes tiempos posteriores a 

la inoculación A) recién inoculado. B) 8 horas PI. C) 20 días PI. D) 50 días PI. E y F) 6 meses PI. La 

flecha indica una úlcera con tejido necrótico.  
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Descripción histológica 

 

En la Figura 10 son mostrados los cortes teñidos con la técnica para hematoxilina-eosina (HE). A 

continuación se describen a continuación los diversos cambios en la morfología celular durante el 

desarrollo del actinomicetoma. 

 

Tejido sano. En la Figura 10 A se muestran las diferentes capas de tejido de un ratón sin traumatismo 

por inoculación al tiempo inicial (T0). De la superficie a la profundidad se observan epidermis (estratos 

basal, espinoso, granuloso y córneo), dermis, tejido conectivo y tejido muscular. 

 

Tejido inoculado con Nocardia. A las dos horas PI (Figura 10 B), se observó el inoculo depositado en el 

tejido; hubo migración de neutrófilos y algunos macrófagos hacia la zona de infección principalmente. 

Cerca del inoculo se observaron además fibroblastos activos y gran cantidad de vénulas dilatadas y 

migración celular o diapédesis. A las ocho horas PI (Figura 10 C), se observó un importante infiltrado 

de células inflamatorias dentro del inoculo, principalmente de neutrófilos. Se evidenció degradación de 

tejido conectivo, infiltración en el tejido muscular e indicios de neo-formación de la matriz extracelular 

por fibroblastos activos en la zona de infección. A las cuarenta y ocho horas PI (Figura 10 D), había una 

mayor cantidad de células inflamatorias, en su mayoría neutrófilos, el inóculo muy disminuido y el 

tejido conectivo muy dañado, además de nueva formación de fibras de colágeno entre el infiltrado. 

 

Diez días PI (Figura 10 E), se encontró infiltrado constituido principalmente de macrófagos; en este 

tiempo se desarrolló fibrosis importante en la zona de inflamación y formación de nuevos vasos 

sanguíneos (angiogénesis). También se observó lo que parecía ser ―fusión celular‖ y formación de 

células espumosas. En el día veinte PI (Figura 10 F), no hubo grandes cambios respecto a las 
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poblaciones celulares observadas en el décimo día: gran cantidad de células inflamatorias, en su mayoría 

macrófagos, fibrosis importante y células espumosas más definidas cercanas a los sitios de fibrosis. En 

el día cincuenta PI (Figura 10 G), se observaron granos rodeados de un importante infiltrado de  

neutrófilos, los cuales se encontraban en contacto directo con la colonia bacteriana, algunos macrófagos 

y heterófilos localizados alrededor de los neutrófilos; hacia la periferia se observó gran cantidad de 

células espumosas rodeadas de tejido fibrótico. En este tiempo se observaron bien definidas las 

características de un granuloma. 

 

A los seis meses PI (Figura 10 H) hubo proliferación bacteriana, por lo que se presentó mayor número 

de microcolonias con la consecuente formación de un mayor número de granulomas. Cada colonia 

estaba rodeada de neutrófilos, algunos macrófagos hacia la periferia y células espumosas rodeadas de 

tejido fibrótico. Se observó fragmentación de los granos probablemente por efecto de las células 

inflamatorias infiltradas en ellos, lo que podría estar contribuyendo a la expansión de la patología. 

 

Con la tinción de azul de toluidina (AT) se observó que las células cebadas se encuentran activas en las 

primeras 48 horas PI (Figura 11). Durante estos tiempos las células cebadas se encontraron situadas 

cercanas al inóculo bacteriano, con aumento en tamaño y degranulación hacia el inóculo (Figuras 11 A 

- C). A los 10 y 20 días (Figuras 11 D y E) aún se observó gran cantidad de células cebadas situadas en 

las regiones fibróticas, particularmente cercanas a los capilares y notablemente disminuidas en tamaño 

en comparación con las primeras horas PI. En piel sana (T0) éstas células estaban formando parte del 

tejido conectivo, íntegras con sus gránulos cercanos al núcleo celular (Figura 11 A). A los 50 días PI 

(Figura 11 F) prácticamente no se observó actividad de estas células, ya que se encontraban muy 

reducidas y ubicadas hacia la periferia de la zona fibrótica y en tejido subcutáneo.  
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Con la tinción de Gram (Figura 12) observamos que en tejido sano (Figura 12 A) se tiñen los núcleos 

celulares, pero no las fibras de colágeno en el tejido subcutáneo. En el tejido infectado, 2 h después de la 

inoculación (Figura 12 B), se observaron algunas bacterias fagocitadas. A las 8 h PI (Figura 12 C) aún 

se observó la presencia del inóculo bacteriano, así como gran cantidad de núcleos celulares muy 

cercanos entre sí. A los 10 y 20 días PI (Figuras 12 D y E) también se encontraron algunas células 

bacterianas dentro de fagocitos, morfológicamente compatibles con macrófagos (circulo y flecha), estas 

presentaron la coloración característica de bacterias Gram positivas teñidas en color violeta. A los 6 

meses PI (Figura 12 F), se observó el grano rodeado de células inflamatorias. 

 

En la Figura 13 se muestran algunas imágenes teñidas con Giemsa. En el tejido sano (Figura 13 A) se 

observan los núcleos celulares en color azul, el citoplasma celular y fibras de colágeno en color rosado. 

En las Figuras 13 B – G se muestran los diferentes tiempos, en donde el inóculo bacteriano presenta 

también una coloración azul.  
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Figura 10. Cortes teñidos con hematoxilina-eosina. A) tejido sano (T0), B) 2 horas PI, C) 4 horas PI, D) 8 horas PI, E) 48 horas PI, F) 10 días PI, 



~ 68 ~ 
 

G) 20 días PI, H) 50 días PI, I) 6 meses PI. Escala = 20µm 

 

Figura 11. Cortes teñidos con azul de toluidina. A) tejido sano (T0), B) 2 horas PI, C) 8 horas PI, D) 48 horas PI, E) 10 días PI,FE) 20 días PI, 

G-F) 50 días PI. Escala = 20 µm 
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Figura 12. Cortes teñidos con Gram, A) tejido sano (T0), B) 2 horas PI, C) 8 horas PI, D) 10 días PI, E) 20 días PI, F) 6 meses PI. Escala = 20 

µm 
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Figura 13. Cortes teñidos con Giemsa, A) tejido sano (T0), B) 2 horas PI, C) 8 horas PI, D) 10 días PI, E) 20 días PI, F) 6 meses PI. Escala = 20 

µm 
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En la Figura 14, se muestra el RNA total extraído a partir del cojinete plantar de cada lote de 

ratones en los diferentes tiempos PI así como de los diversos ratones controles. 

 

 

Figura 14. Gel de desnaturalización de RNA total. Carriles: 1)  Marcador de peso molecular para 

RNA; 2) RNA de tejido sano; 3) RNA 2h PI; 4) RNA 10 días PI; 5) RNA 50 días PI; 6) RNA 6 

meses PI. 

 

 

Expresión de TLR2 y TLR4 detectada por RT-PCR 

 

 

A partir del RNA obtenido de los diferentes individuos, se realizó la técnica de RT-PCR para los 

diferentes tiempos y tratamientos de estudio.  

En la Figura 15 se muestran los geles representativos de los fragmentos amplificados de β-actina 

(288pb), TLR2 (295 pb), TLR4 (349 pb) para cada tiempo de muestreo del proceso inflamatorio 

durante el desarrollo del actinomicetoma. 

En el gel correspondiente a β-actina, se observan los fragmentos con el mismo grado de 

amplificación en todos los tiempos. Para TLR2 se observó incremento progresivo en la 
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amplificación comparada con el basal, mientras que para TLR4 se observó disminución 

progresiva. 

 

Figura 15. Productos obtenidos por RT-PCR usando los oligonucleótidos específicos para los 

genes de -actina, TLR2 y TLR4 a diferentes tiempos. Carriles: 1) Marcador de peso molecular 

de 100 pb; 2) ratones sanos (T0); de 3 a 10) ratones infectados; 11) control negativo de PCR. 

 

 

La intensidad de los productos de PCR de cada grupo, tiempo y tratamiento,  fue sometida a un 

análisis densitométrico (IDV), para obtener los valores equivalentes a nanogramos. Con los 

valores obtenidos se realizó un análisis estadístico comparativo para determinar las diferencias en 

expresión de los diversos fragmentos obtenidos. 
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Expresión de TLR2 determinada por densitometría 

 

En la Figura 16 (A) se muestra la expresión de TLR2 en el grupo inoculado con la suspensión de 

N. brasiliensis, en relación con los valores obtenidos en el tiempo basal (T0). Se observó un 

incremento significativo desde las primeras 2 horas PI. A pesar de que el comportamiento 

presenta altibajos, la diferencia entre los tiempos posteriores al inóculo (desde las 2 y hasta los 6 

meses) no resultó significativa. 

  

En el grupo control inoculado con solución salina isotónica (Figura 16 B), se observó una 

disminución significativa en la expresión del receptor dos horas posteriores a la inoculación; a 

partir de las 4 h los valores alcanzaron niveles similares al basal, sin diferencia significativa entre 

los tiempos.  

 

En el grupo control inoculado con carragenina (Figura 16 C), la expresión de TLR2 disminuyó 

significativamente a las 2, 4 y 8 horas con respecto a los individuos sanos; en los siguientes 

tiempos se observó tendencia a recuperar los valores basales.  

 

Expresión de TLR4 determinada por densitometría 

 

El grupo inoculado con la suspensión bacteriana presentó un comportamiento descendente 

gradual PI (Figura 16 D), comparado con los niveles basales (93.49 ± 20.7 ng). Los valores de 

expresión disminuyeron significativamente a partir de las 8 horas PI. 

 

En el grupo control inoculado con solución salina isotónica (Figura 16 E), a pesar de presentar 
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disminución, los valores no fueron significativamente diferentes a los del nivel basal, con 

tendencia a recuperar los valores iniciales. 

 

En el grupo inoculado con carragenina (Figura 16 F), la expresión bajó en las primeras 2, 4 y 8 

horas; posteriormente los valores mostraron tendencia a alcanzar los valores basales.  

 

Figura 16. Resultado del análisis densitométrico de los productos obtenidos por RT-PCR. Se 

muestra la media y desviación estándar de la expresión de TLR2 y TLR4 en los diferentes 

tiempos de estudio. (*) Valores con diferencia significativa respecto al valor basal (T0). 
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Expresión in situ de TLR2 detectada por inmunohistoquímica 

 

 

Con el fin de localizar  la expresión de TLR2 (Figura 17) y TLR4 (Figura 18) a nivel celular 

durante el proceso inflamatorio en el actinomicetoma, se realizó la técnica de 

inmunohistoquímica. En el tejido sano se observó la expresión constitutiva de TLR2 en 

queratinocitos (Figura 17 A). Dos horas posteriores a la inoculación (Figura 17 B), la presencia 

de TLR2 en queratinocitos y células cercanas al inoculo era evidente; en este tiempo se presentó 

también marca en el inóculo bacteriano. Durante las 4, 8 y 48 horas posteriores a la infección 

(Figuras 17 C - E) se observó marca más localizada en las células que se encontraban inmersas 

en el inóculo y cercanas a éste; de acuerdo con la tinción de H-E, estas células presentaron 

morfología compatible principalmente con neutrófilos.  

A los 10 y 20 días PI (Figuras 17 F y G) se observó marca en las células inflamatorias 

morfológicamente compatibles con macrófagos y fibroblastos en el sitio de infección, además de 

la marca constitutiva en queratinocitos. 

A los 50 días y 6 meses PI (Figuras 17 H e I), la expresión se observó en las primeras líneas de 

neutrófilos cercanos a las colonias bacterianas; no se observó marca en aquellos que se 

encontraban más alejados. La marca también se observó en células espumosas, algunos 

macrófagos y en la capa interna de fibroblastos. En este tiempo se presentó marca en las bacterias 

sobre todo en la periferia de los granos, zona de crecimiento bacteriano. 

 

Expresión in situ de TLR4 detectada por inmunohistoquímica  

 

 

Se observó expresión constitutiva de TLR4 en queratinocitos (Figura 18 A). Desde las 2 y hasta 

las 48 horas PI (Figuras 18 B - D), se observó marca en algunas células morfológicamente 

compatibles con células cebadas, cercanas al inóculo bacteriano. A los 10 y 20 días (Figuras 18 
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E y F) sólo se observó expresión en queratinocitos; fue notable que el marcaje en estos tiempos 

estaba muy disminuido comparado con el observado en las primeras horas PI. A los cincuenta 

días y seis meses PI, no se observó marca; en estos tiempos la expresión de TLR4 en 

queratinocitos estuvo muy disminuida en comparación con las observaciones en el tejido sano. 
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Figura 17. Localización celular de TLR2 en células inflamatorias durante el desarrollo del actinomicetoma. A) tejido sano con 

expresión constitutiva en queratinocitos. B) 2 horas PI, C) 4 horas PI, D) 8 horas PI, E) 48 horas PI, F) 10 días PI, G) 20 días PI, H) 50 

días PI, I) 6 meses PI, J) control negativo. Escala = 20µm 
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Figura 18. Expresión de TLR4 en diversos cortes de tejido. A) Tejido sano con expresión en queratinocitos. B) 2 horas PI, C) 4 horas 

PI, D) 8 horas PI, E) 10 días PI, F) 20 días PI, G) control negativo. Escala = 20µm 
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Debido a que con la técnica de inmunohistoquímica se observó inmuno-reactividad en el inóculo 

bacteriano a las 2 horas, en el grano a los 50 días y en la periferia del grano a los 6 mese PI, se 

realizaron pruebas adicionales de RT-PCR a partir del RNA y PCR a partir de DNA obtenidos de 

un cultivo puro de N. brasiliensis, de 4 días de incubación a 37º C, para descartar la posibilidad 

de que la bacteria expresara genes similares a TLR2 y TLR4. En la Figura 19 se muestran  los 

resultados obtenidos. Con la amplificación dirigida a TLR2, TLR4 y β-actina, se observó que no 

hubo producto que pudiera explicar  la inmunoreactividad observada en los cortes de tejido. 

 

 

       

Figura 19. A) Gel desnaturalizante con el RNA total de N. brasiliensis. En B), gel de agarosa al 

1.5%. Carriles, 1: marcador de peso molecular (100pb); 2: PCR para TLR2; 3 y 4: RT-PCR para 

TLR2; 6: PCR para TLR4; 7 y 8: RT-PCR para TLR4; 10: PCR para β-actina, 11 y 12: RT-PCR 

para β-actina específica para tejido murino, 5, 9 y 13: controles negativos de PCR. 

 

 

 

Expresión de citocinas detectada por RT-PCR 

 

 

En la Figura 20, se muestran los productos amplificados de las siguientes citocinas: A) IL-1, B) 

IL-2, C) IL-6, D) IL-10, E) IL-12, F) TNF-α, G) IFN-γ, H) TGF-β. Para cada tiempo 

corresponden tres carriles, uno por ratón. A partir de estos fragmentos se obtuvieron los valores 

de IDV.  

A B 

      TLR2 (295pb)                                TLR4 (349pb)                           β-actina (288pb) ____ 
  

1         2        3        4      5                    6       7        8       9                   10      11       12        13 

26s 

16s 
 

  5s 
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Figura 20. Expresión de citocinas detectadas por RT-PCR en el tejido murino durante el 

actinomicetoma experimental.  Se muestran 3 carriles correspondientes a 3 ratones para cada 

tiempo (T0 = individuos sanos; C- = control negativo de PCR). 
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Durante el análisis densitométrico de citocinas se observó: 

 

Expresión de IL-1β 

Los resultados mostraron un incremento significativo en la expresión de esta citocina desde las 

primeras 2 horas, el cual se mantuvo alto durante los primeros 10 días PI. A los 20 días se 

observo disminución, a los 50 días PI los valores se aproximaron mucho a los valores basales, a 

los seis meses se observa una ligera reactivación de la expresión (Figura 21 A).  

  

Expresión de IL-2 

Los resultados mostraron un ligero incremento significativamente diferente al valor basal solo a 

los 10 días y 6 meses PI (Figura 21 B).  

 

Expresión de IL-6 

Se observó incremento significativamente diferente al valor basal durante las primeras 48 horas 

PI; se presentó una expresión máxima a las 2 horas PI, con tendencia a disminuir. A partir de los 

10 días PI y hasta los 6 meses, la expresión de esta citocina fue muy similar a la observada en los 

ratones sanos (Figura 21 C). 

 

Expresión de IL-10 

Esta citocina se incrementó en las primeras 2 horas PI; sin embargo disminuyó gradualmente 

alcanzando los niveles basales a las 8 horas PI y así se mantuvo durante la evolución de la 

enfermedad (Figura 21 D). 
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Expresión de IL-12 

Esta citocina se mantuvo en niveles cercanos a los basales durante los 20 días posteriores a la 

infección; después se presentó un ligero pero significativo aumento a partir de los 50 días PI con 

respecto a los tiempos anteriores (Figura 21 E). 

 

Expresión de TNF-α 

Sus niveles se mantuvieron en cero durante los primeros 10 días PI; después se observó una 

tendencia ascendente significativa que se mantuvo hasta los seis meses PI (Figura 21 F). 

 

Expresión de IFN-γ 

Esta citocina mostró valores similares al basal durante las primeras 48 horas PI; en el día 10 se 

observó el pico máximo de expresión y posteriormente los niveles de expresión mostraron un 

comportamiento descendente alcanzando niveles por debajo del valor basal (Figura 21 G).  

 

Expresión de TGF-β 

El incremento en los valores de esta citocina, estadísticamente solo fue significativo a las 48 

horas y 10 días PI (Figura 21 H). 
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Figura 21. Expresión de mRNA de citocinas determinada por densitometría, durante el establecimiento y evolución del actinomicetoma, en el 

modelo murino.  Se representa la canidad de nanogramos  (ng) de citocinas en  10 µl de producto de PCR. A ) IL-1, B) IL-2, C) IL-6, D )IL-

10, E) IL-12, F) TNF-, G) IFN-, H) TGF-, valores significativamente diferentes *. 

A D 

C B 

* 

* * 

* 

* 
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Figura 21 continuación. 
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Para determinar si las diferencias en expresión de TLR2 y TLR4 se encontraban relacionadas con la 

expresión de las diversas citocinas estudiadas, se realizó un análisis de correlación, los valores obtenidos 

se muestran en el Cuadro 4. Se presenta el sentido de la variación entre ambas variables R positivos, 

indican que los valores en ambas variables tienen relación directa, es decir, el aumento de uno, tiene 

relación con el aumento del otro; por otro lado, R negativos, indican una relación inversa, es decir, 

mientras los valores en una variable aumentan en la otra disminuyen, si los valores se encuentran 

cercanos a 1ó -1, se observa que la relación es casi de manera lineal, mientras que los valores cercanos a 

0 representan dispersión no relacionada entre ambas variables. Se representa también la fuerza de la 

relación (R
2
), la relación es más fuerte entre más cercanos estén los valores a 1. 

  

En el cuadro se observa que la expresión entre TLR2 y TLR4 durante el establecimiento del 

actinomicetoma fue inversa (valores de R negativos), es decir con el incremento en TLR2, disminuyó 

TLR4. 

 

Con respecto a la expresión de TLR2 contra la expresión de citocinas, se observó que la relación es débil 

(valores de R
2
) pero directa con IL-1 e IL-2, presentando una relación aún más débil con el incremento 

en la expresión de IL-12, TNF-α y TGF-β. 

 

TLR4, estuvo inversamente correlacionado con la expresión de IL-2, IL-12, IFN-γ y TGF-β, mientras 

que se presentó una relación directa y no muy débil entre la expresión de éste receptor con IL-10  y 

TNF-.  

 

Al observar la influencia entre las diversas citocinas, encontramos que existió correlación directa entre 
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IL-1 con IL-6, IFN-, IL-10 y TGF-. Se observó que la expresión de IL-2, se encuentra directamente 

relacionada con la expresión de IL-12, TNF-α y TGF-β, mientras prácticamente no se encuentra 

relacionada o presenta correlación inversa con la expresión de IL-1 e IL-6. Por otro lado, IL-6 se 

encontró directamente correlacionada con IL-10 ésta a su vez presentó valores de correlación inversa 

con IL-12 y TNF-. IL-12 se correlacionó de manera directa con IL-2 y TNF-α. Mientras que IFN-γ y 

TGF-β, presentaron  correlación directa y relativamente fuerte. 

Par de variables Valores de R 
Valores de R2 

Par de variables 
Valores de 
R 

Valores de R2 

TLR4/IL-12 -0.685969 0.4705 IL-1β/IL-12 -0.359514 0.1292 

IL-12/TNF-α 0.660016 0.4356 TLR2/IL-1β 0.351119 0.1232 

IL-1β/IL-6 0.614055 0.3770 TLR4/IL-6 0.306572 0.0939 

IL-6/IL-10 0.609921 0.3720 TNF-α/TGF-β -0.302766 0.0916 

IFN-γ/TGF-β 0.588853 0.3467 TLR2/TNF-α 0.297313 0.0883 

IL-1β/TGF-β 0.558161 0.3115 TLR2/TGF-β 0.286515 0.0820 

TLR4/TNF-α -0.532506 0.2835 TLR2/IL-10 -0.257699 0.0664 

IL-2/IL-10 -0.479331 0.2297 TLR2/IL-12 0.237938 0.0566 

TNF-α/IFN-γ -0.478813 0.2292 IL-2/IL-6 -0.216002 0.0466 

IL-2/IL-12 0.472664 0.2234 IL-12/TGF-β 0.170644 0.0291 

TLR4/IL-10 0.467086 0.2181 TLR4/TGF-β -0.155176 0.0240 

IL-1β/IL-10 0.456566 0.2084 TLR4/IFN-γ 0.138135 0.0190 

IL-10/IL-12 -0.437844 0.1917 TLR4/IL-1β 0.127121 0.0161 

IL-1β/TNF-α -0.437242 0.1911 IL-6/TGF-β 0.087060 0.0075 

IL-10/TNF-α -0.432696 0.1872 IL-6/IFN-γ 0.066202 0.0043 

IL-2/TNF-α 0.405374 0.164 TLR2/IL-6 -0.065239 0.0042 

IL-6/IL-12 -0.396707 0.1573 IL-12/IFN-γ -0.060835 0.0037 

TLR2/IL-2 0.389720 0.1518 IL-10/IFN-γ 0.060035 0.0036 

TLR2/TLR4 -0.388025 0.1505 TLR2/IFN-γ -0.051394 0.0026 

IL-6/TNF-α -0.385768 0.1488 IL-2/IFN-γ 0.049779 0.0024 

IL-1β/IFN-γ 0.365339 0.1334 IL-10/TGF-β -0.036654 0.0013 

IL-2/TGF-β 0.363913 0.1324 IL-1β/IL-2 0.017431 0.0003 

TLR4/IL-2 -0.363540 0.1321       

Cuadro 4. Valores de R y R
2
  obtenidos en el análisis de correlación, del más alto al más pequeño. 

 

 

La representación gráfica de este análisis de correlación se muestra en la Figura 22.  
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Figura 22. Correlación de la expresión entre TLRs y las diferentes citocinas estudiadas durante el proceso inflamatorio desarrollado en el 

actinomicetoma. Solamente se muestran las gráficas de TLRs y/o citocinas que presentaron correlación más alta. 
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Figura 22. Continuación 1. 
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Figura 22. Continuación 2.
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DISCUSIÓN 

 

 

En este trabajo se estudió la dinámica de poblaciones celulares y de algunas moléculas de respuesta 

(citocinas) in situ a la infección inducida por N. brasiliensis (actinomicetoma) en diferentes tiempos en 

un modelo experimental murino.  

 

Poblaciones celulares identificadas por su morfología 

 

Se observaron morfologías microscópicas consistentes con un proceso inflamatorio infeccioso agudo en 

la etapa temprana de la infección por N. brasiliensis. Desde las 2 hasta las 48 h PI se observó la 

participación principalmente de neutrófilos y macrófagos en el sitio de inoculación, particularmente 

infiltrados entre el inóculo, lo que sugiere que estas células están asociadas al proceso de fagocitosis 

para la eliminación del agente externo. Durante esta etapa se evidenció también  la presencia de células 

cebadas en degranulación en el inóculo bacteriano; es posible que estas células jueguen un papel 

fundamental en la atracción de neutrófilos al sitio de infección, y en consecuencia en la eliminación del 

inóculo bacteriano. Egozi et al. (2003) y Weller et al. (2006), quienes en un estudio de reparación 

celular observaron un menor reclutamiento de neutrófilos hacia los sitios de traumatismo en ratones 

deficientes en la producción de células cebadas, ellos atribuyen parte de la infiltración de neutrófilos y 

macrófagos a la acción de estas células. Durante la etapa temprana de infección se observó que las 

células cebadas estuvieron incrementadas en tamaño y con gran cantidad de gránulos expulsados hacia 

el inóculo. Es probable que la atracción inicial de células inmunitarias hacia el sitio del inóculo, en parte 

estuviese mediada por la acción de las estas células. 

 

Durante los 10 y 20 días PI, el inóculo bacteriano había sido aparentemente eliminado casi en su 
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totalidad; sin embargo, se observó infiltrado importante constituido principalmente por macrófagos, lo 

que fue un indicador de la presencia del estímulo que seguía induciendo inflamación persistente; con la 

tinción de Gram se evidenciaron bacterias intracelulares en células morfológicamente compatibles con 

macrófagos. Durante estos tiempos observamos modificaciones en la morfología celular, donde los 

macrófagos se evidenciaron  más frecuentemente en el sitio de infección. De acuerdo a lo anterior 

suponemos que es durante este tiempo que se inicia la transición a la etapa crónica del padecimiento. 

Desde del día 10 PI se observó la formación de células espumosas, las cuales de acuerdo a diversos 

trabajos, se desarrollan a partir de la fusión de macrófagos con abundantes cuerpos lipídicos; éste tipo de 

células se ha asociado con la persistencia crónica de estímulos proinflamatorios, ya sea en enfermedades 

de tipo autoinmune o en infecciones crónicas como las ocasionadas por M. tuberculosis (D’Ávila et al., 

2006), Chlamydia (Cao, 2007) y Toxoplasma (Nishikawa, 2005). Se ha demostrado que los bacilos 

intracelulares de M. tuberculosis incrementan la producción y exocitosis de lípidos hacia el medio. El 

tipo principal de lípidos secretados por las micobacterias son: dimicolato de trehalosa (TDM) y 

lipomananas, los cuales inducen características semejantes a las observadas durante la formación de 

granulomas provocados por el bacilo completo como neovascularización, formación de células gigantes, 

macrófagos epiteloides, macrófagos espumosos y fibrosis (D’Ávila et al., 2006) se ha reportado que N. 

brasiliensis presenta TDM y lipomananas (Lechevalier, 1967; Sandoval, 1996; Beaman, 1993; Beaman, 

1994; Chun, 1995;  Yamamura, 2004). Es altamente probable que las bacterias de Nocardia presentes en 

el sitio de infección utilicen estos mismos mecanismos incrementando su producción de lípidos a partir 

de los 10 días PI, estimulando la formación de las células espumosas observadas.  

 

En la etapa tardía de la infección (después de 50 días), observamos la conformación de los granulomas 

típicos descritos en el actinomicetoma, constituidos por una microcolonia del agente causal rodeada por 
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neutrófilos y macrófagos, además de una capa de macrófagos y linfocitos envueltos por una capa de 

células fibróticas hacia la periferia (Conde, et al., en 1983; Guimaràes et al., 2003). Solo queda resaltar 

que observamos células infiltradas en los granos, dando como resultado algunas formas clásicas 

descritas para estas estructuras: arriñonadas y vermiformes. Sugerimos que esta distribución bacteriana 

en el grano propicia la fragmentación de la colonia y en consecuencia un nuevo foco de crecimiento 

bacteriano contribuyendo a la patología. 

 

Expresión de TLRs 

 

El reconocimiento de agentes externos a través de diversos receptores de las células de respuesta inmune 

del hospedero tiene un papel esencial en la respuesta contra la infección. Se ha descrito que los TLRs se 

encargan de reconocer moléculas del agente infeccioso, activando una o más vías de señalización 

dirigiendo así la respuesta inmune. En éste trabajo se observó y cuantificó la expresión del mRNA de 

TLR2 y TLR4 implicados en el reconocimiento bacteriano. 

 

Se mostró que los neutrófilos y macrófagos cercanos a N. brasiliensis incrementaron la expresión de 

TLR2 durante las primeras horas PI, hallazgo que sugiere que algunos componentes celulares de N. 

brasiliensis actúan como ligandos para este receptor, estimulando su expresión y desencadenando 

señales intracelulares que promueven una respuesta inflamatoria en el sitio del inóculo. Consistente con 

esta aseveración, algunos trabajos han descrito que la interacción de TLR2 y Mycobacterium 

tuberculosis mediado a través del reconocimiento de ligandos como LpqH (Brightbill, et al., 2009), 

LprA (Pecora et al., 2006), LprG (Gehring et al., 2004) y otras moléculas, inicia la activación celular en 

respuesta a la infección. Consideramos que moléculas similares en N. brasiliensis podrían interactuar 

con TLR2, jugando un papel similar al observado en M. tuberculosis. 
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La deficiencia de TLR2 se ha asociado con la infección progresiva y con alta carga bacteriana en la 

tuberculosis y la lepra lepromatosa, algunas veces con desenlace fatal. Estudios in vitro han demostrado 

que los macrófagos deficientes de TLR2 son incapaces de responder a la estimulación por cualquier 

producto micobacteriano probado, aunque producen pequeñas cantidades de citocinas pro-inflamatorias 

y una baja respuesta del óxido nítrico (Nicolle et al., 2004). Por el contrario, en la lepra tuberculoide se 

sugiere que un fuerte incremento en TLR2 podría tener un papel fundamental en el control de la 

infección por M. leprae (Krutzik et al., 2003; Modlin 2010).  

 

Estudios de diversos autores sugieren que TLR2 podría modular negativamente algunas funciones 

celulares, por ejemplo, se ha descrito que la interacción de TLR2 con los ligandos de M. tuberculosis 

inhibe la presentación de antígenos por MHC de clase II en macrófagos (Noss et al, 2001) y disminuye 

la respuesta de los macrófagos al IFN- (Fortune et al., 2004; Banaiee et al., 2006). Además se ha 

reportado que en ausencia de TLR2 funcional durante la infección experimental por M. tuberculosis, las 

bacterias crecieron de forma controlada, y que la formación del granuloma, el reclutamiento de células T 

y de macrófagos, así como su activación y expresión de óxido nítrico sintasa fue normal (Nicolle et al., 

2004). Así, existe la posibilidad de que TLR2 tuviera un efecto negativo en el actinomicetoma, 

contribuyendo a su evolución clínica y patológica, modificando la respuesta celular permitiendo su 

supervivencia y por tanto favoreciendo la cronicidad de la infección. 

Durante los estados tardíos del actinomicetoma, TLR2 se expresó en células espumosas y en fibroblastos 

localizados en la periferia del granuloma. Estas observaciones sugieren que TLR2 podría participar en el 

confinamiento local del microorganismo (como se ha propuesto para M. tuberculosis por Sugawara, et 

al., 2003; Tjärlund et al., 2006) pero no en su eliminación, ya que de acuerdo con las observaciones 

clínicas la enfermedad progresa por tiempo indefinido (al menos 6 meses en la infección experimental y 
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por varios años en el humano). 

 

La expresión de TLR4 fue observada sólo en células cebadas activas durante las primeras 48 horas PI. 

Más tarde la inmunoreactividad para este receptor desapareció. A pesar de que se ha propuesto que 

TLR4 juega un papel fundamental en el reconocimiento y lucha contra micobacterias, no se ha logrado 

un consenso en este tema. Algunos estudios reportan que TLR4 juega un papel protector en la 

tuberculosis pulmonar murina experimental, donde se ha descrito un incremento en la susceptibilidad, 

mortalidad y carga bacteriana en ratones con TLR4 no funcional (Abel et al., 2002; Branger  et al., 

2004). En el caso de N. brasiliensis, esta bacteria podría estar regulando negativamente la expresión de 

TLR4 en estados tardíos del micetoma, induciendo un desequilibrio entre la respuesta inmune del 

hospedero y la carga bacteriana presente en el sitio de infección favoreciendo la cronicidad. Otros 

autores han encontrado que los ratones deficientes en TLR4 no difieren en su respuesta contra 

micobacterias, comparados con la respuesta observada en la cepa silvestre de ratones (Feng et al., 2003). 

En un estudio se reporta que el fosfatidilinositol manosido (PIM), un componente de la pared celular de 

M. tuberculosis inhibe la vía de TLR4, modificando la liberación de citocinas y quimiocinas por 

macrófagos estimulados por lipopolisacárido; este efecto es independiente de la presencia de TLR2 

(Doz, et al., 2009). A pesar de que no se sabe si N. brasiliensis presenta PIM, se ha descrito que 

presentan fosfatidil inositol, por lo que suponemos que una interacción similar pudiera estar presente en 

N. brasiliensis y regular negativamente la expresión deTLR4. 

 

Expresión de Citocinas 

 

La unión de TLRs a sus respectivos PAMPs es un evento esencial en la respuesta inmune innata contra 

la infección debido a que desencadena vías de señalización que tienen como resultado la producción de 



~ 96 ~ 
 

citocinas que activan otras células de la respuesta inmune del hospedero y que son la unión con la 

respuesta inmune adaptativa.  

 

Durante la etapa inicial de la infección se observó incremento en las IL-1 e IL-6, citocinas que se han 

asociado con el reclutamiento de neutrófilos como lo señalan Lee et al. (2010). Estos autores observaron 

que la expresión de E-selectina, esencial para el reclutamiento de neutrófilos, está regulada por la 

producción y acción de IL-1. En esta etapa también se incrementó la expresión de IL-10, citocina 

reguladora, que tal vez podría generar un equilibrio entre el proceso inflamatorio evitando una respuesta 

exacerbada que pudiera poner en riesgo la integridad de hospedero (Kleinnijenhuis et al, 2011); por otro 

lado, la producción de esta citocina podría estar actuando como inhibidor de la respuesta de macrófagos 

activados por citocinas características de las respuestas de tipo Th1 en etapa aguda, mientras que 

algunos de los macrófagos podrían ser productores de IL-10 y quimiocinas (Verreck et al, 2006). 

 

Se observaron modificaciones en la expresión de casi todas las citocinas estudiadas en los días  10 y 20; 

se incremento la expresión de IL-2, IL-12, TNF-, IFN-, citocinas relacionadas con una respuesta de 

tipo Th1 (Kleinnijenhuis et al, 2011). También hubo incremento en TGF- y disminución en IL-1β e IL-

6 partir del día 10, mientras que la expresión de IL-10 se mantuvo prácticamente con valores basales. El 

análisis de correlación mostró relación inversa de la expresión de citocinas presentes en etapa aguda con 

respecto a la etapa crónica. 

 

Se ha reportado que las citocinas tienen influencia en los tipos celulares presentes en el foco de 

infección, por lo que asumimos que las modificaciones en su expresión podrían tener implicaciones en la 

remodelación celular observada durante los días 10 a 20 de la evolución del actinomicetoma 
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experimental. En estos tiempos se observó el inicio en la formación de granulomas, lo que coincidió con 

el incremento en la expresión de TNF-α, como lo observaron Roach et al., 2002; estos autores 

demostraron la importancia de dicha citocina en la formación de granulomas. De acuerdo a estos autores 

los ratones deficientes en TNF-α tienen insuficiencias en el reclutamiento de leucocitos y retraso en la 

formación de granulomas en pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis y M. smegalensis. El 

TNF-α se ha encontrado altamente expresado dentro de granulomas de individuos con tuberculosis 

(Barnes et al., 1990) y lepra (Khanolkaryoung et al, 1995). 

 

La citocina TGF-β se encuentra relacionada con la activación de fibroblastos en conjunto con IL-6 e IL-

17 (Booth, 2010), y con la actividad anti-inflamatoria; este fenómeno se ha observado principalmente en 

el estudio de rechazo a trasplantes de órganos. Durante este trabajo observamos la participación de 

fibroblastos activos desde las primeras dos horas PI, y una gran cantidad de fibrosis y fibroblastos a los 

10 y 20 días PI, lo que coincide con el pico máximo de expresión de esta citocina. Al actuar como 

mediador anti-inflamatorio, esta citocina podría estar relacionada con lo que se observa en el micetoma 

de pacientes, en donde se ha reportado la tendencia a desarrollar una respuesta inflamatoria de tipo Th2. 

 

Los resultados del estudio de citocinas que aquí presentamos coinciden con el reporte de Salinas-

Carmona et al. (2009), quienes observaron incrementos séricos de IFN-γ e IL-4, IL-6 e IL-10 desde las 

primeras horas PI, y no encontraron variaciones en IL-2 y TNF-α, en la etapa temprana de la infección 

experimental. Méndez-Tovar et al. (2004) encontraron que los monocitos de sangre periférica (MSP) de 

pacientes con micetoma producen mayores cantidades de TNF-α e IL-4, mientras que los MSP de 

individuos sanos produjeron niveles elevados de IFN- e IL-12, como se encontró en el presente trabajo: 

los ratones en etapa inicial de infección tienden a producir citocinas como IFN-, mientras que el cambio 
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en expresión de citocinas se relacionó con el cambio celular y el establecimiento de la infección. Así, la 

producción de citocinas tendría una relación con el tiempo de evolución de la infección. 

 

Correlación de TLRs y citocinas 

 

A pesar de que el análisis de correlación mostró que TLR2 tiene una débil relación directa con la 

producción de citocinas proinflamatorias, consideramos que TLR2 tiene una participación parcial en la 

inducción de la respuesta mediada por IFN-γ, IL-2 e IL-12, como se reporta en el trabajo de Imanishi et 

al. (2007), quienes observaron que los ligandos de TLR2 como el ácido palmitoteico, inducen la 

producción de IFN-γ respuesta que sinergiza en presencia de IL-2 e IL-12. En el presente trabajo se 

observó una débil relación inversa con la inducción de citocinas anti-inflamatorias; la inducción de estas 

citocinas podría estas mediada por otro tipo de señales y diferentes receptores. Adicionalmente, se 

observó una correlación directa y débil entre el incremento de IL-6 e Il-10 y la presencia de TLR4, 

sugiriendo que dicho receptor no tiene una participación relevante en el reconocimiento e inducción de 

la respuesta inmune innata contra N. brasiliensis.  

Inmunorreactividad en N. brasiliensis 

 

La inmunorreactividad observada en la zona de crecimiento bacteriano nos llevó a realizar pruebas 

adicionales para descartar la expresión constitutiva de TLR2 y TLR4 por N. brasiliensis, usando RT-

PCR de manera similar a la descrita en Material y Métodos. Los resultados mostraron que N. brasiliensis 

no expresa constitutivamente TLR2 o TLR4. La explicación para este hallazgo es que probablemente 

algunas células murinas producen y liberan formas solubles de TLR2 (sTLR2). Esto ha sido demostrado 

en monocitos sanguíneos, los cuales constitutivamente liberan sTLR2; la cinética de liberación se 

incrementa con la activación de los monocitos (LeBouder et al., 2003). Suponemos que estos sTLR2 
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podrían estar reconociendo a N. brasiliensis o que podrían estar atrapados en la matriz secretada por este 

actinomiceto. Los sTLR2 presentes en el granos de N. brasiliensis podrían ser reconocidos por los 

anticuerpos policlonales usados durante este estudio, lo cual explica la inmunoreactividad observada. 
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CONCLUSIONES 

 

El estudio morfológico de las poblaciones celulares participantes durante el proceso inflamatorio 

inducido por N. brasiliensis, puso en evidencia que los neutrófilos polimorfonucleares son las 

principales células de respuesta en etapa aguda de la infección, mientras que en la etapa crónica 

macrófagos fueron las células predominantes.  

 

Este es el primer reporte de la participación in situ de TLRs durante el proceso inflamatorio crónico 

presente en el actinomicetoma. Se mostró que TLR2 participa en el reconocimiento de N. brasiliensis, y 

que su expresión se incrementa en células cercanas y en contacto con el inóculo bacteriano. Por otro 

lado, TLR4 disminuyó su expresión por lo que mostramos que su participación en el reconocimiento de 

N. brasiliensis no es significativa. 

 

Mostramos la expresión diferencial de citocinas pro y anti- inflamatorias en las diferentes etapas del 

proceso inflamatorio, lo que se relacionó con los cambios morfológicos observados durante el mismo.  

 

En este trabajo se mostró la participación parcial de los TLRs en la inducción de citocinas como 

moléculas de respuesta contra N. brasiliensis. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales 

para reforzar los resultados observados. 
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PERSPECTIVAS 

 

Para tener un panorama más completo de la respuesta inmune contra N. brasiliensis se requiere 

profundizar en los estudios que permitan conocer la interacción hospedero-patógeno en el 

actinomicetoma. 

 

Determinar las poblaciones celulares responsables del incremento en los niveles de citocinas pro- y anti- 

inflamatorias. 

 

Estudiar la participación de otros receptores: citoplamáticos (NOD1 y NOD2) y otros TLRs (TLR1, 

TLR6 y TLR9) en el reconocimiento y regulación de la respuesta inmune contra N. brasiliensis.   

 

Es necesario ampliar el estudio en moléculas de respuesta, citocinas (IL-4, IL-5, IL-17, IL-22) y 

quimiocinas (IL-8), para tener un perfil más amplio y saber cómo se lleva a cabo la modulación de la 

respuesta inmune durante el actinomicetoma. 

 

Determinar con mayor precisión los componentes de la pared de N. brasiliensis que podrían interactuar 

con los TLRs. 

 

Explorar en tejido de pacientes con actinomicetoma la presencia de TLRs y la expresión de citocinas. 
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I ntrodurtio n 

A bstract 

Actinom)'Cflom. c.uord by ",,,,, .. ,dUo k",ilirn"';' a common di..- in troric..J 
...pon .. llti •• ílmm' i> ch"'><tmDOd by. Ioaliud du"ni< inA,mm.';"n Ihot 
m';"1r .ffecu tI!< lowcr liml». ToIl -Ii~~ rca'f"on (Tl Rll) 'eo>pllu I""hogcn 
.......,;.,«:1 <JKOI«ut.., p."nn .. ind""i"5 , ... pro"h.";"n of proinA .. "m>'''ry 
m«t .. ,,, ... TI>< role of TlltJ in ,Ix ;mm""" resp<>nS< "S";n .. N. ¡"",il ..... ;, is 
unk"" ..... n..: o,m or ' ''''.....-k _ ... oo«.nd ""an,ify in. "'u'¡"" m<>dd.h<; 
,""p'<OOÓ<>" "fTI.Ml .00 TI.R4 in , .... ¡"f«,ion ,í,. using ",.",.... " a no<'¡p'io",_PCR 

. 00 ¡mm"nohi>.och<-mi .. ,y. Ti>< ...,...1 .. shc> .. "'¡ .Iu. TI.R1 .. p,.,..;o.. i""",...,.¡ 
i" .1>< i"f"".ed .;.....,. "h<t<a< TI.R~ ""p""';o" .kc,~. Ti>< p""""""" of 
TLRl aOO TLR~ " .... d<moru ..... «l in d¡ff~=. cdl p"pub.io .... hrougOOu •• 1>< 
eh"",ic in!«tio"" p"""'''. In tI>< early "'sr< of thio p~ TLRl wao '''P~ 
in """rophil. anJ mKf<>Pha! .. in dilKl eontac. ...;.h .1>< inocuJum. 
"'he,,, .. TLR~ __ ~ in rnaot «lli. In .1>< od""lK«l "' sr< of.1>< ¡nrec.ion. 
TLR! _ <Xp~ in fo&m alli aOO fibroblas .. aOO __ lik<ly uooc;.,.«l ... ·ith 

bac1eriol eon.ainm<n'. while TLR4 wu oo..mrq¡ul;r.."'¡. probablr rnuJ.jll8 in an 
imbal.o~ MW«n .1>< hosI imm""" r<>J'O"'" aOO .1>< boct<riollo..d .Iu. nvouud 
dllonicdi ....... 

Myo:lom. ; • • ch ..... ;c ",bq,'onr:ou. gra .... I<:tm.,,,,,. ;nf",,-

InA.mm .. ion ;n'-.:oI .. ,,, «11" .n<! mo"""'ln ,h •• limi. Of 

d;m;n~.< d>1I8<roU$ osen .. ( lIubin <f QI .. 1006; 1("",", <f QL, 
lOIO). 'Th-< ~;,ion of common micnrt>i. 1 m<>k< .. I .. 
1"'" ..... try .1>< ToIl-I;k< ,«<pt0<1 (TI.R). o """""'ula. f.m;[r 
"""';".«1 wi,h ,1>< i" ...... imm .. ..., ~..,. r.>pidly .rig_ 
g<f$ ;"'.-..;dl .. l .. . i&nalling I"',h .... l" ,Iu, oc,¡ .... ,~ .1>< NF_ 

,,11 tra"ocrip';"" foc'o< fomily, u1.¡m.a,~ly iOOudng .1>< 
oct; ... ,ion of proinHarnn",'ory ~;n nucrophag<->. D<'" 
'rophjls. d.""¡ri.ic e<-Il>. 8 ond T <di>. <pi'he-liaI <<11>. anJ 
ftbroblasu Oo""""y & Medzlti,,,,,, IDOZ, KaioOO & Akira. 
1006; D<nl<r & Fo~U. :?OIO;Ü>pd' & Gay. :?OIO). 

';on aus«l ;n hu ...... n. try "."",,,'Oe i.-.,I;r.'ion .. ;,h .-;,¡.,.,. 
f"ngi (""'nyc<t<NIU) .... Gr.>.m_p<><i,i, .. fil;r.m<n'o", ~"-;a 
(octinornyuton"'l. U ()Ceot$ """,IJ",id< aOO i • ...&mi< in 
.ropOcaI and ... btropicol rq¡ion<. In M<xicu. _ of myc~' 

toma CH<> ar~ ac.il>Ofllyc~'o_. of which 84'110 .'" pro· 
duc«l by Noca,dio """j/'",,,, (Lópn. Mortil><1" aL. 1'191, 
:1006). Ti>< di~.., p~ sIowly from inocUla'H'" '0,1>< 
p~"'io<> of syrnp.om>. ""hich includ< chrooic .wdli"f: 
.00 d¿onnation of tI>< infecl«l 0"'0 anJ .1>< furmo.ion of 
.;"U... d i>c .... r¡p'ng purulen. m. ,<riol con •• irull8 'Ó»u< 

<kbri>. inllamm.tory .. lb. . o<I ~uln (microcolonin) of 
tI>< octiologicai .gcnL Ti>< in feclion grnnaily ~im 
Joc.lizcd. bu. il «o" >pr<:od 'o .1>< ur><ln1y;"l! 00"" . 00 
mu..:Ie • .,..¡ 'o odjoo:n. 0'S" ... ....:h . , I",,~.oo br-.in, whic), 
an lead '0 n.~1 o,,'<:Um<S ( ~kN";1 Sr llrown. 19\1041. 

c1<l',_"""' .. , __ "" ..... 
-... ... __ """"""" Ud. .. . __ 

In mamrnals. n l1.1t. h . .... ~ >hown to r<eogniu 
00"-"""'" ",,'hog<n .uoocia.«l moIKular p.nnn. (Kaw.i & 
Akiu. 2006; 0 ' 1'';1, 2006). P<ptidoglyca .... lil"'l"'l'.idn . 
• 0<1 lipoprot~im of Gr.m-!""i.i..., bK.erio (Lim .. al. 
1'199), lip<>p<pti<l<> of M~"", ( H • ..-b< " .,¡ .. 20(7) , 

• .,..¡ zrm<"O" offun~ I Ft",n"'li <' QI .. 2(05) ¡,¡,"" 011 ~ 
;'¡""'ifi«l .. TLIlZ • .,..¡ TLII~ Ii&>nd>. In .ddi';on. TLII4 

.. ... _--~ . .,.,.,.-.., 
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<oupi«! 'o MD-2 a nd eOl4 «<ogni= lil""polpaa:h .. idn. 
in G ... m-neg,"i .... baclnia ( !(ai.ho & Ahn, 20(6). 

N"amli,. "",.i1i<-nsi. i. a G",m- po>i,i~~ ~Iam~nto". 00.:
,"';um 'a:WlK>fJ1ically ,da'cd 'o M)~<n .. m .nd od,.,
",,' inom)'CCt"" (11<"0,....0 & Ileamao, I~, ehu .. & c.-I
fellow, I?9S). II""'~''-<T. in f=K"'; """sc..t by N . b""ili"",is 
oh.,,," di,T.,c", din;"'1 and hi>l.,p.,l>oI<:>g;cal cha~.ri.h<s 
fmm ,,,,,,* ..,.", i" '"b<n:uJo.si. a"d I~y (Gui,....,.....,. 
d .. / ., 200), $i"gal & ,so,,'hali., 2010) . In ,¡,.".., i"f"",Oo" .. 
TI.Ro. prim>rily TLR2. play .. crucial mle in ,1>< modula,ion 
of ,1>< immu"",, ""pons<. TLR2 ha. ~n HOOC;',e<! wi,h 
loca.I ~nli<S byem- T .d" (Che .. " .. / .. 200\1) 0.00 wi,h 
.1>< modula,ion of proinfl.mrna'orr cytokine production 
.00 majo' histocompa.ibility .ompl..: I MHe) da.. II 
mokcule> np.cssion in ma.cropluscs 0.00 d end,i,ic cdlo 
(Kincaid " .. / .. 2007, Rocha_Rami."" d .. / .. lO(8). Indivi_ 
dual. wi,h poIyrnorphi.m. in ,he TLRl g~"" are l1><>U 

.mc<,\,.ibk '0 inkction by ,llycoo.octen"", opp. (M ..... / .• 
2007, !':o.bel n ", •• 2006; IIochud d al .. 20(9) . Th~ role ot 
TLII4 in.heM- inf=ion. ha. "'" h«n ,Iet~rmincd <k.rly. 

"'etinom}'Cetoma ,. clu""'.criK<l by in ehmn;,; C'VOIu
.io ... The f .... " ... nJ mol"""I,,, """,hani"". ,Iu, P'~<o, i" 
ca.lr .--:>Iu'ion and. i" con..,..........,." i...luce .. eh ..... ie 
ph_ •• "" no' "",11 b>own. TI>< mk "f.b.: TI.R, in...,h-cd in 
lb.: immu"", ""ponS< 'sai" .. N. brn$,';"",;'_induecd .<tino
mycetom> i. unknow". ," con"H ', ,¡,.".., """Vto ... have 
bec" d""",ibed as p laying. f"...ume"tal role in inf«"tion. 
.ueh H 'uberculosis 0.00 kp,oo.y. The aim of tbio wo,k wa. '0 
quan'ify.oo Ioca'~ TLR2 a...l TlR4 ""pU<O.ion a •• he <ite of 
N . bT~,;¡¡nuj. inf«.ion in a muri"" exptrin .. ",. 1 modd, 
u. ing .""""'" "an<erip'iOfl . l'CR ( IIT_PCR) aOO immuno
hÍ>.odxm.Í>''Y' 

Materials and rnethods 

8..:teri.t in_ .. t ...... 

n", N ¡"",;j¡""'';'' F!>I· 825 .. rain uscd ..... """'te<! ~ntJy 
from a myc<toma pa ...... 0.00 identified .... n8 morphological. 
b' od .. mical aOO mol<cul.;o, p«><cdureo (ISrown· EJliot. d ~I .. 
2006; I!ctrin .. ~L. 20(9). lb< .. rain ....... grown in brain
h<an infwion broth (DO Bioxon. Cuau,i,lán lzcall~ Mairo) 
a.37 e fo< 4 <Iayo. ...... sprn>ion a. 1.5" lo"CFUmL ' ..... 
pup.arcd in a 0. 1 M i_oni< ...:Ii"", oolu.ion ",ing S"ntk 
rnac<r.I,ion.o di>pnw ,he bacl<rial mKr<>«>Ionioa. 

Mi~ 

[igh.y_lOm mal< mk~ o f ,he ... ild -.rI'" T.con!c .. rain .......u 

u..ro. oaeh ... <ighing about lO8 ( H ernán<kz·Hanánd.-z 
.. ..t .. I?9S) . 1l><y........, di"ided in .o 21 grou!" offo", mict 
tach . ... noninocul.o.cd """">o< group (NI-MG ) wa> >Krifi..c..t 
a,.be- bcginning ot.be- nptrimnl1 ( r . ) aOO wa • .....d.o 
""""e a ...l ~'ure ,he bo ... 1 TLR2 a...l TLR~ ex"""'i,,n 

IC'~I>.. Fiw sroup> w~ inocuJa,cd wi.h 0. 1 ml of ilO.oni, 
...Jine ... Iu.ion (oo.on;'; .. lint solu.ion-inocula.«I mi"" 
¡¡mup' ISSI- MG) a mi u..ro a. o con'rol,.1><:5c- ,,"n~ >Krifiord a. 2, 4, 8, .nd 48 h po<.inocul •• ion ( P1) .nd a. ](1 daY' PI. 
S<-vcn grou"" WeK ;oo<:"I.a.cd wi,h O., mL of . 1% ..... ' .. 5""-
""O solu'ion ("" ..... S"" ... o-i""""latcd mice IVoup; el - MG ). 
a"d e;ght groul'S ... <Te i""",ul .. tcd with 0 . 1 ",1. of the N. 
brn$ili~~,;. . uSf><'noion (N . brn$¡Ii~~.;'_ioo<:u"'cd mi"" 
group' Nvl_MG ) . ... 1I i"""'ul .. tio". ",eTe in the righl fOo'p.d_ 
"'"imal, in the O·MG .nd .... 'bl·MG we,.., <acrificcd a. 2, 4, 
8 • • nd 4S h PI, at lO, 20. 0.00 50 d ay> PI, aOO at 6 mon''''' 1'1. 

... 11 anim al eXpt,ime" .. _,e a pl'rovcd by.he [,hic. Com· 
mitt~ o f ,he Facul.y of M«Iici"" of .he Uni"" .. idad 
Nacional "'u.ónoma de Mhko aOO _~ pt,fom><d in 
""corda"", wi,h i",.i.ution.l .oo nation.1 guideli~ 

TI,.- 'i ....... mpl<> from ""''Y VDuP ""'~ Iongi.udinally 
cut (S~m ) and ,m.,ro wi.h diffcrnl' cdl ... inins m<thod" 
in.eluding hacma'''''ylin .00 cosin ( H&E), .oluidin<" blut, 
GÍ<'m>a, aOO G .. m, 'o idrn'if,- «U I""l'ul •• ioru dunng 
inf=ion by N. bm';/;<". .. a...l rct..e .he:m.o.he TLRl aOO 
Tll!~ Ioc.li"".ioo detc.:tcd by ;mmu".,.,;.,,,,,,hemi.1Ty. To 
dct= .od q .... o'ify TLII2 .nd Tlll4 ""1'''''''''''. RT_PeR 
... H.....d 'o ."'plify fT.¡¡me"" of mIlN"', f\-""'in ....... .....d 
as a ho,,~pi"8 ge"",_ CcIlI"""li, .. 'ion ofn.lI! .,><1 TI.1!4 
WH dctCTmi...."j by . p«;tlc i"''''unohiot""h<m.i,, 'Y. 

RNA e xt,....,tion 

Total footpad .i.uue from .h"", nlÍe< (ro", each of NI _MG, 
ISSI_MG. O _MG. and Nbl_MG ..... waob«I w:i!h a <t...-il< 
salÍfl<' oolutíon. put.mzN in l;quid ni'rogen •• 00 hornoS'" 
n!ud in I mL ofQlAzollpi> rngl<f>t (Oiagen Sdenc .... MO). 
lb< ... bsorqum •• tcp> of ,he 'otal R.'1A enraction proc<dure 
_no pnfurnxd accordinS '0 .he m.>n"b.:tu",'-, protocob. 

Al· peA 

Fo,.he: RT ",""'ion. l .) ~8 of II.N ... w • • .....d. TI>< .-.:.ac.i" .. 
,,,i.tu,,,, also i"cludcd fi ... l roocc"t .... Í(>". of I " RT buffer. 
10mM di,hioth"";tol. S",Jo. I dN"n', 10"8 oIi8<> dT. ~oo 
.wo U of M_M l.\' reve ..... "",,>cripta.., ( Invi'rog"",, CA ) in • 
lO¡.tl r"""tioo, volum". lb< ..,oc.i"" ..... i,,,,uh>.,«I a t lO e 
fo, IOmi" aOOthe".t.J.8 Cfor60min. 

lb< PCII ' «hnOque .....d th.e pri""", fi .... repo,,«I by ,in 
d"L ( mo7 ) for th.eTUtl 8""" ( ",me 5'_TITGCTCCTGCG 
AJ\C TCC T ... · }' , an.;"'me 5' -GCT TIC TI"G GGC lTC ere 

TI_3' . 2'JS b;o,., pai. (hp) amplicon (. k>"he T lII4 gen<' ( ........ 

S'_GGG TC.A AGG AJ\C ... CA ... GC ... · 3' , an'~ 5 '·TGA 
... GGCAGAGG TGA J\AGG-3' , l4<Jhpamplicon ),.nd for 11-
actin (ocn>o< S' -GCT I>CA GCT TCA ce... ce... CAG-3" 
an'ixruc S'-GGT CIT TAC GGA TIG CA), CGT G-3" 
238 hp amplkon). lb< 'emptr""'" programrnr ~ a S-min 
dena.uring "cp .. 94 C. } S amplifica'ion crcl<s (94 e ~, 

.. ,.,., ,-...,. .. '--",,,,,,",,,,, 
~",_""""""Ud. "' __ 
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JO .. ~ e 1'00- JO .. aOO 72 e fu. JO.) • • oo. final a'""",," 
"q> of72 e 1'00- 10miD. 

Afia a mplifica. ion. 5-I'L oampla of.i><- I'CR prod\Kt. 
"""' kpa.a'~ o .. a 1.5~ ag;o.<OO<" gd and .. ained w;.h 
eth;,J;um bromid~. lmaSes _'" """,nkd a"d . "al)Xd 
us;ns a" EPAS ~1lO 'rs'=> (~k, NY). w;Ih b..nJ J~ns;'y 
me ..... "' .... n" e . p.....sed in pixel,. The ;"."V",~ Jens;,y 
,·.1 .... ( IDV) w .. d"' .. "';....,.¡ b..""¡ O" .he " .. ",be. of 
.-q¡;st.,,-.,d piul, minu, hackgrounolc IDV _ l:(.-.ch piX<l 
,.,Iu~ mi""s '-'kgrou...tl . TI><- IDV of e.,d, band ~xp.....sed 
in """"'IP"ms ....... obui"""¡ by eomp.on",n with tbe 3OO. bp 
band (equh-.Jent '0 80 ng IIL - . ) of.he Ge""Ruler molecular 
weigh' "",.k.,. ( Fermen'as Life Scien.coos. MDI. 

Sbttidic:.,1 .. n .. lpi~ 

To comp..-e the VllIu ... obt.i....,.¡ fmm 'M dilfcr<n' .. udy 
srou!", wi.h 'M ba .. l .... 1 ....... onc-.. mpk ,-.co ...... , 
pnfunncd ... i"g t I>< STATlSTICA 8 (2007) ",fi><ar< fo, Win
dOW>. P -<: O.OS ><a, «>n<Kkt-cd .ignifica,,'. 

TlR2 IInd nR4 e.presslon by 
immunohistochemistry 

F~.gn..,n .. of , i.s,,~ fron. o,.., mou.., of ~~h gro .. p ( NI_MG, 
IS.SI-MG, O-MG • .,00 Nbl_MG ) we", oht.,incd . ,><1 ti=! in 
ptoo.p ..... e . b uffe,cd ... Ii"" wi.h I~ IOnnalJehy.Je fo, 14 h . 
Tbey ... ·e'" the" ...... <he.! in T,Í<· HO bu/fer (0_1 M, pH 7 .1 ). 
Iongitudinally cu', aoo decakifi<>d in .. I~ ElYfA aqueous 
""Iu.ion fo. 15 d.yo. TI><- t .......... ., embNded io p"",fIin. 

aOO ti .... i«tio". of Spm w",e hydr.ue<! .00 an'igenkally 
,ea<ti"'te<! in a d'",.e buffe, (0 .01 M d.ric add. 0.01 M 
"""i"m d.",.e) Kcording to ,i><- mcthod of Phn_Torr ... 
n al. (2009) . En~now pe«>.Ud,.... wa. bIockcd ...-i,h 
_quoou, " . H , O , . NOn>p«ific .n.i¡eni, . i ... "ert" bIockcd 
"';th ~ 'IIo hoyi .... IICTUm albumin, frlKtion V. di_ved in 
Tris-Ha aOO 0.01 '" Tri."n X- lOO /O, 20min at ,oom 
,,,,,,,,,,,,,'u..,. TI><- bIocking oolu,ion w<>' J«.n'~. aOO ,he 
primary a .. 'ibody fo, TLR2 ')r TLII4 """ .. Ido:d (nobbi •• nd 
&(t.a' p<>I",k>n.J .nti _""'....., Tl.IU . nd TLR4 .n.ihodi.,.. 
""1>«Ii,-dy, S;.~,a Cru:t Bi<: .. ""hnok:>gy, CA) in .. 1051) 
dilu,io<1 in Tris-Ha. Mie,.n OV<Tn;¡¡h' incuba,ion a' -1 C. 
the &eConJary ant;J)(><Iy {.n.i· .. bbi. fo, TLRl ( Ma'ch 4 Kit. 
Bioca ,~ Medical Co. CA) o, a,,'i. 8"'" /O, TU!.4 (Goat HltP· 
PoI)'me, Ki" Iliocau Me<!ical Co. ) w<>.addcd. an<1 ,he . .... u< 
...... incuba.e<! fo. bOmio io a humid c .... m1><. a. '0001 

t"",,,,,,,,'ure. TI><- ho<>oeradi>h peroxi~_eoupled eompie
men.ary polrmer {MHR2P (o. M •• eh 4 and Goat HIIP_ 
Polyme, ro r Goal Kil. Siocart" ¡"·Iedkal Co. ) fo, lhe serond_ 
aryan.ibody wu adde<! and incuba,e<! a . room .empe ... '",e 
fu.- JOmin. CoIou, ~prnc". "'"",........,.¡ afie, irKuba
"on fu, S mi" ,,·i.h di.minobtnzidi .... (DAs,.,. Ch,omostn 
SJ"tcm. Bioc,.,< Medical Co. ) at room 'empe. a.u, •. Sp«i
m~n' .. ~.., <ou",.", .. ined wj,h May.,,-', h""m"Qx~lin. Fi-

., .. ,,_ .. _01. __ :0 '" ._ ...... - ... --.-'--"'- ... , ..... -

""Uy. tI>< ti .. "" wa, dehyd,ated and mounte<! w;,h reoin 
( Ecomou .. ' Moun"ng ¡',Ie<!ium, B;,xare Mcdiatl Co. ) /O, 
o"aly.;, undo, • ligh. mic"""""P<'. N<gooiV(" .. ainins CO<1trol, 
.... rt" ro" in poTall~1 fo. all m,,,''''' gro"!'" "';,ho", an.i-TLIU 
aoo .",i-TLR4 .n'ibodi .... 

n . R2 . nd nR4 e,,_sion by RY_PCR 

10 • ...,...he loc:tJ <xpr""""n ofTLltl aOO TLR4 dunnz ,i><
inHamma'ory pro<:e» I',ooueed by N . I>rwilk~.;. • .... of 
mke from e_ch .. "dy group wer<' ... ,nliced a' ditre"",,. 
times. Ah .. to.al RNA e", ... aion fTom ,h. NI _MG, ISSI · 
MG. CI _MG.and Nbl·MG (oo. 'iM ...... mpks. RT_I'CII was 
pcrionned '0 amrlify (ragmcnt> of,1>< mRNA connpoOO
inS '0 .he ,<'Cq>.o .... u.ing tlo< mRNA IOr jl--ac.io u • 

con.roI. AU rholosraph, _'" proc.....ro digi'oUy 'o o"hon« 
,Io<'T ~u>Ii,y. 

In Fig. l . ,h. b..nd in,,,,,,,,;,,,, uf ,he: amplifi~ fr-agm~,,1S 
a.., .... """. --n,., i~'~"';'r of ,h~ NI -MG b..nd ...-... ro"siJ.,,-.,d 
'" be ,he e,,"s ';'u';". basal k,·d fo. <~h «<ep'''' ( T.). Th< 
in • .".i.y of ,he bando ,eIa.i". '0 ,h., of Il---ac'¡" ...... <""",.", 
r", a ll 'eo.«1 tissu,," at all Jiff~",,,, .in"",. TI><- de ... i' 1 of ,i><-
ban.! correspondi"G '0 ,he exp",..i,," of TLRl wa. n",re 
int""'" ,ha" .hat of 'M ba<dinc haoo . fie, 1 h . TI", 

• 

' Ig. 1, "U'C" on><Ioct< _ al dill.--< ........ and ""wJo"'o '" 
~ ...... t , t OO ,,", __ ...-;.,~,, ; lsne ~, heoIthy"",,~ (1olI

MG~ _ """, .. """ ( r,J; ...... ~ tO, ~ ¡"-__ '",,"'<l 

"""e~ lsne t l . "=" n«jO'_comrd 
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ruu ...., n .... _ ............ ,. ", ... om, .. , •• """, 

maximu m i",~mi,y""'" 0I>0..r>'<!d a . 4 h . afiu ....... ieh a >lish' 
d<'CKa>O< w;o> .x...orv<tl; i, ,hcn rnnair><d con .... ". fu. ,he 
... bKqUfi">' 1im~ poi",,, ".... demi'y o( ,he- ""00 ror ... · 
>p<>nding '0 .h~ exp<=;"n ,,( TLRi KITUined 5imib. ,,, ,he 
"".ni"" k>-d a fie< ! and 4h. bu, .fi~. li b . i' .t.owod 
d«=-sing i",e ... i.y lO. ,he",", oi.he .... .Ir. 

Fig,,"" 2 ........ ' be eli"i ... 1 f.,. .. ' ..... of .h.« '''P...,..,...,ah,,, 
.i ..... in ,1", Cffil ... ;"n of e~peri.....,."al "". inomyuto"'"-- A 
f ...... mi " ", .. aft .. in(),:.,I~,;'", " 'i,h N. b.-.ui/ibt .... • sJish' 
..,betl"~'" .W<"Ilinz -.; _",<ti in .he righ' foo. ~ 
(~"ig. la. orrow). A' 10 .uy. 1'1. a Ia<g<" a~ of inJ .. ra,ion 
wi,h no'abk ery.hema had d<'Vdo~ ( Hg. 2b). A. 6 months 
1"1. nurn.erous ab>c..-. ,,~re .x...ory<tl under ,he wn aOO 
""me sin ... ,racts c>:.<'f>d<tI 'o !he ... rf.Ke. """,I.ing in a 
I><'CrotÍ< ar.-a ( Fig. k. arrow). 

In Fig. 3. ,he analy>is of . he deMi'omctry , . .01 .... obuin«l 
fo<.he in'msi. y oi.he T LRl and TLR4 I>:onds in <he .h"", 
roo .. "" groul" i. >hown. Figunc 3 •• ho .... ,h., a .isnifiea n ' 
in<TCa>C in TLIU ""V'a.sion wa. ~ in ,he- NhI-MG 
w;,h re>p«t.o ,he b>.><:lin<" ,""h,~ (33.~7± 5.nng) a' all 
~ 'i ....... ..;.h , he poe.J< or aJ'l<'S>io" al ~ h PI 
(n.&! ± 11.82 ngl . 1 .. 1 .... ISSI - MG (Fig. 31» , n .R2 ""1""'" 
sion dec1-"""'¡ 'isnif" .. n.ly al 2 h PI aOO ,<."oneJ 'o .he 
bas<-line k~el .. r,.". 4 h . h. ,he O-MG (Fig. X I. ,tw: cxp""· 
sion of TUll ok.:...,. .. s<tI .ignific.on,ly a. 1, 4 . aOO /lh PI 
,eh,ive '0 ""-Ithy iOOi.iJual<; a •• uboa¡""n' ,ime-<. ,tw: 
, .. 1.,.,. .t.oWft! a .endelK)" 'o i~.., ."""",ds .tw: I>:o<e-li"" 
1<-wI . TLR4 shoW<>d high <:on .. i .... ;"" C>:J>ftS.ion (93A9 ± 
2(I.7ng). In ,he Nbl_MG (~"iz. 3d) •• tw: up~ion or .hi. 
"'ªF'O< ~ a gradual~!IC 1'1. wi.h.he 10_ value 
ocnornng a. !>O da)" PI (20.59 ± 18.3 n~). A .isnifican ' 
d;ff~,-ena, from .he ba>oeIi"", I<vel< ...... fo .. OO •• all .imes 
afie< 8h PI. In ,he ISSI-MG ( Fig. 3e) •• nomisnific.o", 
d<Ua>C W<O. ob>cr>'<!d 2 h PI •• fi.er ....... ich!h~ vallK>.ohowed 
•• cn<kncy 'o .<I .. m 'o .he I>:o..-!inc 1",,<1. In .h~ CI -MG 
( Fig. 30. Tl.R~ upf<'»;.,n ........ ~. p-'''cm "mil.,.o .ha. 
"fTl.Rl ""p.-e:><;"n. 

TlR2 and TlR4 ellpression by 
¡ ........... nohistoche .... istry 

To id<-n.ifto ,h.e ",,11< <>:p"""';"g TLRl in ,he """'i"",m )""'"ma. 
fi"" rep"""" ... i,,,.Une poin .. are sbown in ~1g. 4 . Cons!i.u· 
,i,., TUU ""1''''''''''' " ... obser.-<d in ke .... iHO<)1 ... 00 in 
fibrobUu> aOO endotheliat ",,11< Ioco'N in ,he de<m .. of 
l>eahhy ,,¡,jn ( NI· MG). Th .. ~n ofbotb <ec<ptor> ...... 
<O~ a ~,h" ",,,,rol. 11>< absencc " f lah<-! .... ... 
comide<<<I o nesa~ control 10.- .he ".;niros- In ti>< .... 'bl · 
MG. <he «il. uound and wi.hin ,he inoculum exprnoed 
TLIU d .... ing thc pniod &om 2 '0 4~h pL In the H&E. 
... ining. .hcx ccll< 5how<tI mo<phology C01TlJ'I.ibk with 
JlC\l'.-opI>il>. ~ 000 fi~ A. 10 clay> PI. thc 
«il. ini,ia.«I gr.on .. 1om> "'lI"ni .. ,ÍoOn. A' SO do)"> .00 6 

'" 

..... 2 . e ......... --.."" 01 .......... _ .. , ....... 
_~oI _ _ oI _ ...... ~ 

0l0fltru.. <he gr.muloma ".,.. compJet.ty fOnned; TUL! ""1' ..... 
oion ...... ~ only in !h~ netl.rophillayn in di'<d con.ac1 
with !he gr.orlllk. in ti>< ~ <.tls. in m:KIOphagn. and in 
""me librobla>u 1oco.<tI in <he p<riphny oi <he 81onuloma. 
Surpri"ngIy. immW1O ... .octin.y 'o TLR2 _ obonvcl ;., .he 
granllk aOO in io. perip hny (botCIrn.J gro-w1h ronc) . 

.... sJ.own in Fig. S, TU!~ w .. con .. i' .... i...:ly <"><p.-a.oed in 
k"",'i"""'Y'''' fibrobb;t .. and endothd .. 1 <di< ( FiS. Sa l. In 

" lO" ,_...,.. .. , _ _ • "-"'~ 
_",_~l1d. " __ 
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o -
.he Nbl -MG. immu"",,,,~, ivi,y lO, TLI'~ ...... oo...:rvw 
rrom 2 1<> 4810 PI in MI< w;,h ~ g",nul~r cytOpI •• m (Fis. 
300)¡ .hes.: w.>e idcn,ifi<:d .. m .... .:dI. by ool .. id'''''' l>I". (Fig_ 
50:) and G;"", ... ",ining. "", m 1(1 doY' PI 0"""' .... .1. a l! h<>ugh 
,he,.., _ n""",,..,... m." eello in ,he fib, ...... ., ... , lMy 
.howed no <~p""""'n <)f ,h., """"1"0<. H. <~p, .... ion in 
k,,"";nocy'<S .,,<1 ",me n".~1< <ello ",m.i~ mnstitu,i,-< 
.. nti! ,he en.! of ,"" <tud y. a lthoulih al • Iowu ;nto ... i.y in 
tI>< la .... <lag<'<. 

In ,h. ISS1 _MG, com.; .... i ..... upr .... iOfl ofbo.h TlRs w, .. 
ot...<rvcd .nd ",mai.-:l w¡,hou. change during .he .. ,,<!y. 
\Ve did no' det..:. o .. y inHammatory proe .... by H&E 
... ;ning (dot. n.o' .hown). 

Oiscu ssion 

Th< binding of p"'hog><n-asooci .. cd mok<;ul .. 1"'''<Tm 1<) 
TU', i .... ~,; ..J "",n' ¡ .. ,he i"n ••• ¡",,,,unc TC'OpOn'" 

~ lQ"_"-"' __ :O " .. "" ...... ............... _..-.....Ud. ... , __ 

• 
o 

F;g_ J . I>o:n>o'"""""" ono/)'>o>ot .... P<;:R P'Q-

duct> lo. TlJtllo-<;) ..... ruw 1<1-1) ~ .. .. .. • .. ...... ".- """"" .,.,...,.. · So;Inri~ di-- _1rom .... -.. ...... ITol_ 

'v'n" inm:.ion, bcau,"" ir "iggcn "gnol!'n g I""t.w~", 
TCW1t,n¡¡ in ,he prodUC1ion o f proinAam"",'ory C)'tolind ,h.,. in 'u'n , a""''''c o'he' i""a,c ,mm""" <:dI. fo< 1.06' 
defco><c .nd ~I .... li",l "'¡,h .he ;0<1.."",,, "nmuo>< ''''P<>''''''-

Fu, ,h •• wwk, ""."""')'<<10"'" ..... T<l'roduud C"I""';
""en •• Uy in • <TIun"" model . nd in .;,~ TI.Rland T1.R4 ge"" 
e~p"' .. ;"" ...... .,ud.<d during jI< elin",al <vol"';o,,. It .. "'. 
demollS".t<d ,ha' D<t.I'rop h iLo .nd .... crophall"" elo", to N . 
¡",ui/in"ú inc~ ,hei, Tl.R2 <'J[p~Oon in .he ""rlr 
... S"" of ,h. inf...:tOon, Thi. ñnding >uggeot. ,h., 110"'" 
componen' o f the N, 1K~.i¡inui. waU acOS as a TLRl li~nd, 

.. ;mul.'in¡¡ i .. "'pr....oon .nd ' "8I!uing in'ra<:<llular .ignab 
tha, plOmo'e a plOinflammatory r""",nOO' a' ,he inocul.,ed 
.ite, Con., .. ent ...;th ,hi .... um",Oon, ,h. in' u"nion of 
TLRl wi,h M,.-oboJctc'-;u ... ,,,b<r<UIM;s, mnli.ted by ligand. 
.ueh .s Lp<¡I~ (Elrigh'bil l "a/" 1999), Lp rA ( p...:".-.~, ni" 
20(6), Lpru (G..h,¡ng .. al., lOM) , .nd ",Ix:.- molcc ... ko, 
i"i,'.,,,, ,he <:dl ... b , """ ... ,ion in .-espOn'" '0 ¡nf«tion. 
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__ ..........,... .,~tou> loo ra.....,¡ 

by~~f"""",",_ 
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>M 

"sI- ~ __ oITJ.a4....,...,..,... w> "",""" ,_",,, 
oI~(.oI_8~_ " ... _oI ___ '" F _(b~_ 

tho «,,,,,,"'. __ al TlJ<4 .. koo--..-. ~ • f_ 

~aI_"""""",_af_",.....,,,,,_w-ruw~ ---_ ........ <---~by,,_ ............. go __ """' ...... _W saIo ...... . 20,..,. 

TI>errfO .... , .. .., =n>i<.kr .ha. "mi"', moJc.<ul", in N. ".~.;

t;"Qm ......,Id b.: ;",,,,,,,,,i"5 w;,h TIR2. pl~"';n¡¡ a rok .¡miL" 
,O) ,h ... ol>!crv<d in M . ,~~I", ... 

clO" _"_OO'_'" , .'"'''''' ....... ...-... ........ -..--. ........ _-

Dunng <he latu "'S'" o( actinornrc""m. , TLR2 ""u 
cxp<n><'d in 100m nil •• 00 fibrobl .. ", loc.liZC'd in .he 
granuloma P"rirhcry. TIld<- o.,... .... ,ion. '''38<''' ,ha. 
TI.IU ,,,,,Id p, ... i<ip.>'c in 1M Iocol ronfinemen. of ,he 
micT""'PniSm (.1 \Q5 propoR<! lO' M .... bert~1MU by 
S .. S ........ ~, aL lOOJ: T¡.¡. ..... lund '" 01 .. 20(6), b .. , ..... in ¡ts 

di ..... ;n~';.,n, t>eeo.....,.tu, di..,..., P""V""'" fO, an un.kf.nal 
.i"", (a , Ioou. 6 m<>n't.. in ,hi . ""","" c~P<";n..,nul d i..,,,,,,, 
. nd foo- nuny r~" in hum .... J~) _ 

TI.R2 ddlc"'><)' tus """" asoocia.<d wi.h P~'''' 
inf«1ion .00 .. ~ ba.;:,eri.aI load in ,.........,u1o<i> and 
Iq>roma'" ... leprocy. son .... i""", "';th f.o.aI outco"""," In ""ro 
.. udi~ ... ~ >hown ,ha. TLRl-defic ...... macrophages are 
unal*.o «>pOn<!.o .otimula.ion by a ny of "",......J rnycol-=_ 
.eriaI producto , ...... ,,, bu. 'h<y produ<~ d<oc~ amo""ts 
of proinflornma'ory cytokine> aOO o dq>........-d ni,rie oride 
~ (KicoIk " ..s~ 2(04 ). Br con'u>t. in 'ubeKuJoid 
Iq><o<y • ..,.".. autho .... _, ,ha, a >troOS ~ in TLRl 

=pr<:.>ion ,,,,,Id piar a fUOOa""",taI rol<- in ,1M" con'roI 01" 
M}~"'; ... ~ kp<...- (Kru<>:i~ ~, aL. 2003: MoJlin. 2010). 

So"", .. uJin .ugge>.I ,ha' TLII.2 ooulJ n<"&,'i''''¡y mod
uLo'c ..,"'" «l1ula, fu"" ' .... no.: n.lI.l """!>"\I~"""" wi.h M. 
,,,,,",,,,,,I<>Ji, li",...u ¡ ... hibi .. n,,,,,r(>l>ha~ ~Lo .. 11 M I le ami_ 
!I<''' p'_n'.'i ...... (N .... ~, aL, ~OOI ).nd im""i ... m",,<"O-
ph.S< ,"""' ... ,i,·~. 'o i,,'e<fero"_y ( Fort ... ",,, "/ .• 1!X)4: 

Ha".i"" " .. l .• ~0IJIi,) . 1'""lM"nnor •• i. tu. be<n rq>O"~ .h • • 
i" ,1M" oboe"". of fu<>c,io".' l"LII..l durin8 a .. <>:perimcn.al 
i"f..nion . M. ",t...n-~/o.ís grow.h,.,..... con.rolJ~. aoo gran_ 
uloma forma'io ... T -ceU . oo n\acropha8~ , ... rui.n",,,. and 
aCli, .. ,ion •• nod iOOucibl<- ni.rie oooe syn.hase exp,....,ion 
....... normal ( NicoUe ~, .. 1 .. 2004 ). TLII.2 could h.v~ • 
...-p.ive df..n in actirK>m)"U!om.a. contribu'ing 'o i .. di,,_ 
ical ,,00 p .. hological.,.-o'ution. Hc-· .. ..." •• ddi';onal >tudin. 
of 'fIOI<i IK p,ofik •• '" n<=,",'1 'o uno;k-n'.nd and '0 
propo><: • =nd".ive role fo, nRl in ..... 1>0> ... ;mmune 
,espo",,,, lo aoioom}'«lom • . 

lñc n.1I.2 immuJK>Kac,;,';'y obkrv~ ;n ,he ...... crial 
\lr(>W.h ro"., kd u •• 0 pcn.:..m ... ;u.!.di ..... n .1 . .... y 1<, ",le 
"U, ,he ...... "i ... ,i,.., exp...,..;"n of TLRl 3nd TLII.~ by N . 
brdJ;/;""'u.. us;ng RT_PCR .,K! I'CR in a .na"".". ,im il., , .. 
• ha. d"""ibed in Ma.erial, anJ """I>od,c lñc ...,...JI<.~ 
rK> a""p lifica.ion (da'a RO' ,;ho".,,)_ lñc probohle explorta_ 
tion oí ,hi. finJi"B i. ,ha, """" mu,i ... ceU. p«>Juce ond 
rel"".., a soluble 10m, of 11.R2 (.TUt..:! ). '''i, ha. be<n 
demon .. rated in blood "loOnocytes. which coru.i'u.i,..,ly 
relea.., .TUU. incr~",i"S ,he l<inetic> oí ",le...., upon 
monocyte activa,;"n (u Bouder d al" lOOJ ). We 'pKu bte 
that this p".a.ive .TLIU coukl r=osnize N. Im"il;""';5 
ligond. o, eould be trapp«l in ,he mo .. " «<rfl~ by'hi, 
aCl;nom)""ne. It is li~dr that .ueh .TLRl "",,ukl oc r=og
"iud by ,he pol)"lonal an,ibodi<:> u>«l duñnS ou, >ludy. 

n.1I. 4 np,ession ..... obK,,-eJ in ..,..., ,dI. onlr in the 
early .. as"" of "",i""m~(",,.. la,c •• imm """.-c.o<, iv"y ' o 

..""-.... .... _ 6' UO""7S-lV 
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thi. =<opto. di>.:opp"0..ro. It h~, b«n p.opooN .ha. TLR~ 
p1o,.. a fuooamental rok in'M <KOSI>i.ion.OO 6gt.' '&lino' 
inkctiou. a¡¡<"nt>. bu, a ~onoen.us h~. no' be<-n re.chord on 
,hi< ¡ .. ue. Sor<>< <ludid <q><>rt ,ha' TLRi pi.,... p"""""'¡"e 
role in ""peri"",n,.1 pulmo ... ')" ,ubo:n:ul.,.;,.; in mtee wi,h 
n<> ... f"nctional TLR4 . • n i~U<:d '''S«J''ibdi'y. mortali'y. 
.nd "'~'eri.1 ..... .1 in ,)w, lungs has ¡,.",,, fo .. "d (Abd 
~ a/" W02; B<>.n8<" el al .• 2(J(l-1)_ We o»«"" ' e ,h., N. 

"'""';/"'~'u do,,·n~.Jla' .. TLR4 e.prus"'" in .he lo'er 
su, .. of 2<,;nom)""""omo. iOOucins .n imoolo""" het"..,.,n 
,he hos, imm .. "" • ...".,n~ .nd ,he b;act<rialload p~n' in 
,he ini"",ion .i'e. which fa""u ... chronici.y. In con 'ras'. 
o,he .... ,hors .how ,ha' TLll4· deficien, m ice do no< diffe. 
f.om ... ikl. ' YP" con,rob in. model of My«.b.Kurium .. viu", 
infKtion ( FenS ~, al., lOO}). 50~ •• u d ies • .-poll .ha, 
phospha'idyli""";.ol ~ ..... idn.. a componen. of.he M. 
'ul><rt:uw", cdl waU. inhibi, .h<- TLRi pa ....... y. disturbins 
'M .doca,., of cytoki ...... oo d",mol;j""" by lipopoly>occha.
idc-stimul.,ro m..a-op!o'ge>' ,hi. "ff"", wa. iOO<pC"nden' of 
,he pre5c:n<e of TLR2 (Doz '" .,J., 2Q09J. We do no' know 
whethe.- •• imil .. i"te"""ion oould be p"",,",,' ""'''''''''"'' N. 
","",j/",,,,u and 11..R4. 

The ,,,dden aOO e •• lr <k<",..., in TI.R! and TI.R4 
e<p res.sion [ha' "". <Jbs<,rvro in I)()[h .he ISSI-MG and , he 
O-MG • • Iong ... i,h "", ~ of,hi. expr ... i.on a fter 11 h. 
i.>dic., ... h., bo,h """"hani.ca.l ( ' n uma "",h a ""e,lI,, ) •• >d 
~hemical (e .... s""""" ... " irriu", ",,,"'an.,,,) inju.;.". .... 
capable of modifying ,he exp~>ion o f TUU and 11..R4 . 
How....,r. ,h""" fiOOing> indi.«1.1y uooerli ... ,h<- import.n.ce 
of N. 1>m"lk",¡' in ,he "",int<nance ofTLRl .,.p,.....;on.oo 
in 11..R4 down~u .... ion. 

In .ddi,ion '0 <KOSI>izing aOO 'e>pOnding 'o microbiol 
p.'hogem, TLRl .nd TLR4 -'='" .i .. ue in'<sri'r by biOOins 
d.ngc.-.»<><i.'ed mol«ular I"'tt~m. - cnd<>!lC1lOU. li¡;ooo, 
including ... me: cx,.,..;dl,,¡ .. mo',;" ~ompollC"n'" hyoluro
"Kb".c. and n«ro,i~ ""'1 de-b.io .-.:kascd durinS inf"",iou. 
and inllamm.'ory p.<><:es>eo - therc-by ;n<.-.:~,ing ,he '¡ .. u~ 
d ...... gc. " v;"¡" ... """k "f ;nfl.m .... ,io..-,i .. "" da",agc---in _ 
lIa""n~tion and it. mo"",,""" .. >edi~,(H$ ...,,,Id 1>< ,he b.o,i. 
of ~hm"ic i"lI.mn,.[Oo" Oiang~. ,,1.. 2005, Mollen '" "/ .• 
2006, l:moxl~. & Fo",,·~II. !OIO) . A mn~ue""" of , he 
i"lIamm.'ory pme"", in oc'inomyc<1om .. i. ,he p«>duc.ion 
of huse quanti'ie< of .i .. ue de-bri •. The increased TLRl 

= p 'eWon oo..en·ord in ,he pl"<Sen' worl; eould 1>< a!<OOC ia,ro 
with .he .«osoi''''n o f bo,h ,hes< d.mase >igruob .00 N. 
","",ilkn';' participa.ing in ,1>< rn.in'e ... nce of inflamm. · 
'ory pme ....... OO in eon~ .. e""", in <he ehronic ... -olu.ion 
ordi ...... . 

Thi. '" ,h<- 6 .. , upon d .... ribinS ,he in ,i,u <xp..,..ion of 
TLR2 .00 T LRi durin S tI>< acul< aOO ehronic in/lamma'o')" 
proo<»<:> following cxpcrimcn,al N . b,,,.ili<>Jsi. ;nf«1.ion. 
The N, ","",i1i<n.u-.»«ific lipnd. ,ha, bind '0 ,1>< TLR< a.e 
unlmown; ~. ,1>< 'uo .... m ""'l .~I.'ion<hip oi N. 

'" 
,"".ilk",;' w;,h m)""olo",,,"';. ,usgc>ts .ha' o«,.in edl_U 
c:omponcnts (Ii""".-abinoman".n" 19-kD. pro,ón. and 
pho>ph.'idyl-m)"O-inmi'ol manno>ida ) involyed in ''''' 
ind"ction "f proinfl.mm.,ory <ytoki""" chemoki nn. .d
h .. ion mol""uk .,.pra..ion, .nd ",iva. i"n ,,( djffi:ren, 
innate immune 'el!.l'J""I'l'C impli,.,ro in ,he actiy¡o.tion of 
TI.R. (]{o.J:,d el .. l .• 2003; ;;W""" el .. l .• 20(3). Our .-esul .. 
encou.-.gc fu'ure in~.,.,ip.ion 00 ~xplo", ,he «:>1< of orhe< 
TI.R< .. "d cyoolineo, aOO ,h. lin k be'.-en ,he innate a OO 
adapti,.., inlm"",,, ~pon<e<, ;n OC';"O''I\)"''""o .... p.'hogen. 
<si< in expcr;n .. mal modelo aOO in pa' ien' .. 
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