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Abreviaturas 

Tb: tuberculosis 
OMS: Organización mundial de la salud 
BCG: bacilo Calmette-Guérin 
PPD: Derivado proteico purificado 
TBC: tuberculosis cutánea 
APC: célula presentadora de antígenos 
OC: células dendríticas 
MHC-ll: moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 11 
LcT: Linfocito T 
NK: células citocidas naturales (del ingles: natural killer) 
LC: células de Langerhans 
CD: Grupos de diferenciación (del inglés: ººClusters of Differentiation") 
Ag: antigeno 
AEC: Amino etil carbazol 
ZN: Ziehl-Neelsen 
TNF- a.: Factor de necrosis tumoral alfa 
IL: lnterleucina 
JNF-y: lnterferón gama 
TGF-p: Factor transforrnante de crecimiento beta 
GM-CSF: Faclor estimulante de colonias de monocitos granulocitícos 
RANTES: regulatcd on activation, normal, T cell expressed 
MCP 1: proteina quimiot8ctica monocitica 
MMP: metaloproteinasa de matriz extracelular 
MDC: quimiocina derivada de rnacrófago 
MIP: proteina migratoria de macrófago 
ICAM-1: molécula de adhes.ión intercelular 
LFA-1: molécula de adhesión leucocitaria 
BM: médula ósea (del ingles: bone marrow) 
FDCs: células dendriticas foliculares 
CDS: células dendriticas dérmicas 
IL-3R: receptor de la IL-3 
FcR: receptores para Fe 
SIS: sistema inmune cutáneo (del ingles: skin immune system) 
BCG: Bacilo Calmette Guérin 
MIL: Mycobacteriurn lepraemurium 
SLC: quimiocina de tejido linfoide secundario (del ingles: secondary lymphoid tissue 
chemokine) 
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RESUMEN 

Introducción. La tuberculosis es un problema de salud pública mundial. En México. 
entre el 1 y 3º/o de los padecimientos de piel son tuberculosis. Existen variedades 
clínicas de tuberculosis cutánea. e histológicamente hay tres tipos de granulomas: el 
tuberculoso, tuberculoide y el crónico inespecífico. El primero se caracteriza por una 
zona central de necrosis caseosa, rodeada de histiocitos, y estos a su vez rodeados por 
linfocitos: el granutoma tuberculoide a diferencia del anterior, carece de necrosis; el 
yranuloma crónico contiene las mismas células pero en forma no organizada. además 
de carecer también de necrosis. Si bien se conocen los tipos celulares por microscopia 
de luz, no se sabe exactamente qué tipo de linfocitos son. ni tampoco cómo se 
encuentran las células presentadoras de antígenos en piel en este padecimiento. 
Objetivos. Determinar cuales son las células presentadoras de antígenos y los 
linfocitos T presentes en la tuberculosis cutánea con diferentes tipos de granulomas 
(tuberculosos caseificados. sólidos inespecificos). específicamente evaluar por 
inmunohistoquín1ica: 1. Las células dendríticas; mediante la determinación de MHC-11. 
CD1a y Langerina; 2. Macrófagos mediante MHC-11. CD14. CD11b y CD68; y 3. Le T 
CD4+, CD8+. 
Material y métodos. Se incluyeron biopsias cutáneas embebidas en parafina, de 
pacientes con diagnóstico clínico e histológico de tuberculosis cutánea, todos con PCR 
anidada positiva para Mycobacterium tuberculosis, además de un grupo control de 
personas sin dermatosis y controles positivos adecuados para las diversas 
inmunohistoquimicas. Los marcajes se realizaron con técnica de peroxidasa, previa 
"recuperación antigénica" con buffer de citratos o EDTA. Se analizaron 10 campos por 
corte y por marcador. las células en epidermis se contabilizaron de forma cegada con 
un analizador semiautomatizado (únicamente cuerpos celulares). Se compararon 
medianas con una prueba de ANOVA no paramétrica de una via. 
Resultados. Hay un mayor número de OC en la epidermis de los pacientes (p<0.001 ). 
Existen algunas células de Langerhans en la dern1is papilar de los pacientes. El tamaño 
de los cuerpos celulares es significativamente mayor (p<0.001) en la tuberculosis 
cutanea. Los queratinocitos en la tuberculosis cutánea tienden a ser de mayor tamaño 
que los queratinocitos de piel normal. Algunos qucratinocitos de los pacientes expresan 
MHC-11. asi como CD68. La mayoria de las células en los granulomas son CD68+. la 
mayoria de los linfocitos T presentes en la tuberculosis cutánea son CDS+, algunos de 
lo~ cu~les infiltran la epidermi!:'.:;. ademas de ubíc<irsF? en los granulomas. se disponen de 
forma rnuy importante a nivel perivascular y perianexial 
Conclusiones_ Hay una importante participación de las LC y posiblemente DDCs en la 
TBC, pero se desconoce que es lo que permite la gran cantidad de estas células en las 
lesiones. Los queratinocitos presentan cambios que probablemente indiquen activación 
de los mismos y posiblemente funcionen como células reguladoras de la respuesta 
inmune local. El predominio de Le T CD8+ puede ser debido a la cronicidad de las 
lesiones. 
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SUMMARY 

lntroduction. Tuberculosis is a world public health problem. In Mexico. between 1 to 3% 
of cutaneous affects people are tuberculosis. Clinical varieties of cutaneous tuberculosis 
exist. and histological there are three types of granulomas: tuberculous. tuberculoides 
and unspecific chronic. The first one is characterized by a central area of caseous 
necrosis. surrounded or histiocytes, in turn surrounded by lymphocytes: the 
tuberculoides granuloma lacks necrosis; and the chronic granuloma contains the same 
cells but in a non organized manner: it also lacking necrosis. Although the cellular types 
are known by light microscopy, it is not known exactly which lymphocytes type are or 
what subset of antigen-presenting cells localize in these lesions. 
Objectives. To determine which are the antigen-presenting cells and the T lymphocytes 
are presont in the cutaneous tuberculosis with different kinds of granulomas (caseous 
tuberculous. solid and unespecific), specifically to determine for inmunohistochemestry: 
1. Dendritic cells; by means of the determination of MHC-11. CD1 a and Langerina; 2. 
Macrophages by means of MHC-11. CD14, C011b and CDG8: and 3. T lymphocytes 
CD4+, CDB+. 
Material and methods. Cutaneous biopsies were included in paratfin, of patient with 
clinical diagnosis and histological of cutaneous tuberculosis. all with positive nested 
PCR for Mycobactorium tuberculosis, besides a group control of people without 
dermatosis and appropriate posit1ve controls far the diverse immunohistochemestrys. 
The markers was carried out w1th peroxides technique. previous .. recovery antigenic" 
with citrates buffer or EDTA. 1 O fields were analyzed by court and far rnarker: the cells in 
epidermis were counted in \/\/ay blinded with an analyzing semiautomatizado {only 
cellular bodies). They were· cornpared medium with a test of non-pararnetric ANOVA of 
onc road. 
Results. There is a bigger nurnber of Dendritic cells in the epidermis of the patients (p < 
0.001 ). Sorne exist Langerhans cells in the dermis papillary of the patients. The size of 
thc cellular bodies is significantly bigger (p < 0.001 ). The keratinocytes in the cutaneous 
tuberculosis spreads to be of more size that the keratinocytes of normal skin. Sorne of 
the keratinocytes in cutaneous tuberculosis express MHC-11. as well as CD68. Most of 
the cells in the granulon1as are CD68+. most of the T lyrnphocytes present in the 
cutaneous tuberculosis are CD8+, sorne of which infiltrate epidennis, and besides being 
located in the granulomas. they have very important form to level perivascular and 
perianexial. ·. 
Conclusions. There is an importanl participation of the LC and possibly DDCs in the 
TBC. bu! it is ignored that it is what allows the great quantity of these cells in the lesions. 
The keratinocytes presents changes that probably indicale activalion of the same ones 
and possibly work as cells regulatory of the local immune answer. The prevalence of Le 
T CD8+ can be due to lhe lesions chronic. 
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Antecedentes 

La tuberculosis (Tb) resulta de la infección por el bacilo Mycobacterium tuberculosis, 

que según la Organización Mundial de la Salud (OMS) afecta aproximadamente a la 

tercera parte de la población mundial. Esta enfermedad origina entre 8 y 1 O millones de 

nuevos casos cada año, y 3 millones de muertes durante el mismo periodo {1 ). En los 

paises desarrollados su prevalencia había disminuido notablemente (2), sin embargo en 

los últimos años ha aumentado el número de casos debido a organismos resistentes a 

los fármacos utilizados para el tratamiento, a la migración de la población (3). y a la 

pandernia producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (4;5); lo que ha 

incrementado la incidencia de esta patologia. En 1999, la Secretaria de Salud de 

México registró 919 casos extrapulmonares (6), y aunque no se especifica el número de 

casos cutáneos. se sabe que del total de pacientes que demandan atención por una 

dermatosis (enfermedad de la piel), entre el 1 al 3% son tuberculosis cutánea (7). 

La tuberculosis cutanea (TBC) se debe a Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium 

bovis y bajo ciertas condiciones al bacilo Calmette-Guérin (BCG), cepa atenuada de M. 

bovis (5): que dan origen a múltiples cuadros clínicos. Por su mecanismo de infección, 

Ja TBC puede ser: a) endógena. cuando los focos primitivos extracutáneos 

preexistentes. invaden la piel por contigüidad o por via hematógena: y b) exógena, ya 

sea por prirnoinfección. que es muy rara, o por reinfección o sobreinfección mediante 

inoculación directa del bacilo a la piel, a través de productos contaminados del propio 

paciente (infección autógena) o ajenos al mismo (infección heterogena) (2). Existen 

diversas clasificaciones de la TBC. algunas se basan en la forma de infección (8) 

(Anexo 1 ). y en otras ademas se toma en cuenta el estado inmunológico del huésped 

(3) (Anexo 2). 

En la escuela mexicana de dermatología, la TBC se clasifica de acuerdo al criterio 

inmunológico del huésped, y se distinguen dos tipos: las tuberculosis verdaderas y las 

tuberculides (Figura 1 ). Las primeras también son llamadas localizadas, fijas, típicas o 

habitadas y resultan de la colonización y reproducción local de la bacteria; en ellas la 

respuesta al derivado proteico purificado (PPD) es normérgica. Las tuberculides 

r---------- 10 
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también se denominan formas diseminadas, hematógenas, recidivantes y no habitadas, 

se cree que son debidas a la respuesta hiperérgica del individuo ante el bacilo. más que 

por la acción de éste; en ellas de manera general no es posible encontrar a los bacilos y 

la respuesta al PPD es hiperérgica (2). 

Mycobacterium tuberculosis. 

Mycobacterium bovis y BCG 

Tuberculosis cutánea 

Tuberculosis fijas (verdaderas) 

1 
Complejo primario 
(chancro primario de 
primoinfección). 
Tb colicuativa 
(escrofulodermia, 
gomosa) 
Tb verrugosa 
Tb luposa 
Tb ulcerosa u orificial 
Tb miliar cutánea agúda 

Tuberculides 

1 
Tb nodular profunda: 
Eritema indurado de 
Bazin 
Tb nodulonecrótica 
(papulonecrótica) 
Tb liquenoide 

Figura 1. Clasificación de la TBC. Basada en el "criterio inmunológico" (2;9). 

Como se muestra en la figura anterior. de los dos grupos de tuberculosis (fijas y 

tuberculides) se derivan diversas presentaciones clínicas (Figura 2) . 

. <o•,"':. 11 
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Figura 2. Aspectos clínicos de la tuberculos cutánea. A: Placas 
verrugosas correspondend1entes a una tuberculosis verrugosa. B: 
Tuberculosis colicuativa o escrofuloderrnia, con ulcera en base de 
cuello. C: Tuberculosis luposa con lesiones en lóbulo de la oreja y 
punta de la nariz (lupomas). D: Placa con pequeños nódulos (flecha) 
de una tuberculides de la cara. 

Figura 3. Imágenes de los granulomas en la TBC. Se muestran 
dos de las variedades de los granulomas más comunes en la TBC. 
A: Granuloma tuberculoso a 4X donde puede observarse una 
extensa zona de necrosis caseosa (flecha), rodeada de células 
claras que corresponden a histiocitos, a su vez rodeados de 
linfocitos (triangulas). B: Granuloma tuberculoide, nótese la 
ausencia de necrosis y la zona de linfocitos que rodean a los 
histiocitos (células más claras). 
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Desde el punto de vista histológico y de acuerdo con los criterios de los 

dermatopatólogos. la tuberculosis cutánea se puede caracterizar por la presencia de 

infiltrados de tipo granuloma tuberculoso. granuloma tuberculoide (9-11) y en algunos 

casos infiltrados granulomatosos crónicos inespecificos: todos ellos representan el sitio 

de defensa ante la micobacteria, y son resultado de una respuesta inmune (12). El 

granuloma tuberculoso esta constituido por una zona de necrosis central, cúmulos de 

células epitelioides (macrófago tisular activado) (13), células gigantes multinucleadas 

tipo Langhans (células epitelioides unidas) (12). todo ello rodeado por células 

mononucleares. (2:3:14) c;>casionalmente se observan bacilos ácido alcohol resistentes: 

el granuloma tuberculoide a diferencia del anterior, carece de necrosis caseosa. así 

como de bacilos; y en el granuloma crónico se encuentran las mismas células pero en 

forma de agregados irregulares (Figura 3). 

Una vez que el Mycobacteriurn entra en contacto con el organismo. se genera primero 

una respuesta inmune innata (15). después ocurre la captación de la bacteria por las 

células presentadoras de antígenos (APCs, de las siglas en ingles: antingen-presenting 

cells). Las APCs son células accesorias de la respuesta inmune (Figura 4) procesan los 

antigenos en fragmentos peptidicos que se acoplan a las moléculas del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC); ademas. las APCs estimulan a las células T. 

Lé!S APCs mejor definidas incluyen: 1) Linfocitos B. 2) Macrófagos y 3) Células 

Dendríticas (OC); estos tipo~ de células se llaman APCs Profesionales. 

Células presentadoras de antigonos (APCs) 

Linfocito B {~~acrólago ~( 
\.... ________ c_. dcn_d_r_i_u_c_ª ______ .....I 

-...y-
Expresan [MH-C-11 + antigenOJ 

'49\ 
Estimulan :Linfocito T 

Figura 4. Interacción entre APCs y Linfocito T. Los 
Linfocitos T sólo pueden reconocer al antígeno proteico 
cuando ésle es acoplado en forma de péptidos a las 
moléculas de histocompat1bilidad de clase 11 de las APCs. 

f f?J ,~~;- ---~~J 
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Los Linfocitos B son importantes sobre todo en la respuesta humoral, aunque en la 

tuberculosis su participación es minima. Una de las APCs mas estudiadas son los 

macrófagos. que expresan una serie de moléculas por las cuales pueden ser 

reconocidos con inmunomarcajes, tales como CD11 b, CD14. CD64, CD68 y CD115 

(16). Los macrófagos actúan contra el bacilo mediante tres mecanismos básicos: 1) 

producen enzimas proteoliticas y otros metabolitos con efectos micobactericidas, 2) 

producen citocinas y quimiocinas. y 3) actúan como APCs. ya que procesan y 

presentan los antigenos micobacterianos a los linfocitos T (17;18). mediante moléculas 

de superficie codificadas en el MHC de clase 11 (19). los cuales interactúan con los 

receptores a.JI o y<> (18;20) en los linfocitos T (Le T). Estos a su vez producen citocinas 

que activan a los macrófagos. quienes se convierten en células efectoras capaces de 

destruir a las bacterias (13), hecho que implica inmunidad especifica de tipo celular 

(Figura 5). 

Respuesta 
innata 

Figura 5. Respuesta inmune ante M.tuberculosis. Esquema que representa 
principalmente la respuesta celular (rectángulo inferior). Para detalles ver el texto. 
M: micobacteria, APCs: células presentadoras de antígenos. Ma: macrófagos. 
LcT: Linfocitos T. LcB: Linfocito B. 
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Por otro lado, existen diferentes vías de presentación de antígeno, dos de ellas 

reconocidas como clásicas; la vía MHC clase l. que característicamente presenta 

antígenos proteicos de origen citosólico. y cuya célula respondedora es el linfocito T 

CDS+. aunque se sabe que existe la presentación de antígenos exógenos por clase 1 

("presentación cruzada") {21 ). La otra vía clásica es mediante MHC clase 11. que 

presenta antígenos proteicos de origen extracelular, y cuya célula respondedora es el 

linfocito T CD4+. Otra vía independiente de MHC. recientemente descrita es la familia 

C01, con cuatro isoformas en los humanos: C01 a, C01 b y C01 e conforman el grupo 1, 

y C01d es el único miembro del grupo 11 (22). La familia C01 presenta 

fundamentalmente antígenos de tipo lipídico a distintos tipos de Le T: C04, C08 (23), y 

NK (24) (Cuadro 1 ). Esta última via parece ser de gran importancia en las infecciones 

por rnicobacterias, ya que su pared celular es muy rica en antígenos lipídicos 

(glicolipidos, micolatos, lipoarabinomananas, arabinogalactanas y peptidoglicanas) 

(22;23;25). 

Cuadro 1. Vías de presentación de antígeno. 

Vi as Tipos de Antigeno Célula Respondedora 

MHC-1 ~proteínas citosólicas ~CDS 

MHC-11 ~proteinas extracclulares e=::=> CD4 

CD1a ~lipídicos e=::=> LcT C04, CDS, 

NK 

Las únicas APCs que cuentan con estas tres vías de presentación de antígenos son las 

OC. En humanos existen diferentes tipos de OC, que pueden ser generadas de una 

variedad de progenitores y precursores. Con excepción de las células dendríticas 

foliculares (FOC) que se localizan exclusivamente en los folículos (no se observan en 
,...._ __ 
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tráfico), todos los tipos de DC se derivan de médula ósea (BM) (26), tanto de la serie 

linfoide como de la mieloide. De la serie linfoide (con fenotipo CD11c-, CD1a-, receptor 

IL-3+) se originan las OC plasmacitoides; el linaje mieloide consiste en 1)Células de 

Langerhans (LC) y 2) células intersticiales o dendriticas dérmicas (DDCs) (27) (Figura 

6). 

[ 

Precursor común 

·-"' (médula ósea) - ....... 
Origen mieloide 

J, 

monocito ~-8 
/ ~ macrófago 

jfr w 
C.dendrlticas 
Dérmicas (DDCs) C. de Langerhans 

Origen linfoide 

1-.!!°''º 
w 

CD plasmacitoide 

Figura 6. Origen de las Células Dendríticas. Esquema que 
representa el origen de la mayoría de las OC, así como otras células que 
derivan de la serie mieloide y la linfoide. 

Las OC que se encuentran en los tejidos periféricos del cuerpo (piel, intestino, epitelio 

genital y epitelio de vias respiratorias) se encuentran en estado inmaduro. Las DC 

inmaduras están especializadas en la captura y procesamiento de antigenos. pero 

tienen poca capacidad para activar a los Le T. Estas células inmaduras se caracterizan 

por tener grandes cantidades de MHC-11 a nivel intracelular9 pueden fagocitar. expresan. 

grandes cantidades de receptores para Fe (FcR) y tienen baja expresión de moléculas 

relacionadas con al activación de Le T (28). Una vez que las OC inmaduras se exponen 

a cualquier tipo de stress o daño, incluyendo estimulas inflamatorios, se induce su 
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maduración. Esencialmente la maduración de las DC significa el cambio de captura del 

antígeno a presentación del antígeno a las células T (26), por ello, en éste estado las 

DC expresan moléculas de adhesión (ICAM 1, 3) que favorecen la unión con los Le T. y 

además, expresan moléculas accesorias que interactúan con los Le T para ser 

activados (COSO, CD86, CD54); en general las OC maduras producen grandes 

cantidades de IL-12 (28). 

Las LC se encuentran en el estrato espinoso de la piel a nivel suprabasal y representan 

entre el 1 y 4 % de las células de la epidermis (29). es una población de células que 

normalmente (aún en ausencia de daño) migra hacia los ganglios linfáticos (26;30) 

aunque en su mayoría permanecen en la piel por largos períodos (26;31 ). Estas DC se 

caracterizan por la presencia de un organelo citoplasmático en forma de raqueta de 

tenis, llamado Gránulo de Birbeck, observable por microscopia electrónica. aunque 

hasta la fecha se desconoce su función precisa. Las LC expresan diversas moléculas 

como MHC de clase 11. moléculas CD1a y Langerina (Figura 7 y tabla 1). Esta última 

es una Jectina tipo e expresada exclusivamente en las LC. se sabe que se asocia a la 

formación de gránulos de Birbeck, y está relacionada con la captación e intemalización 

de antígenos (32;33). 

~---------= 
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Figura 7. Esquema de la disposición de las OC en piel. También se 
muestran las principales moléculas expresadas por tas OC en las 
diferentes capas de la piel. La escala del tamaño celular no corresponde 
al real. 
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En la siguiente tabla se enlistan las características de las LC y se contrastan con otras 

OC humanas. 

Tabla 1. Subgrupos de OC humanas (27;29) 

Linaje linfoide Linaje micloide 

OC Plasmacitoide 

--------co1, c

tL-3R+ 

MHC-11+ 

CD11b

CD13-

CD33-

C04++ 

CD1a-

Granulos de Birbcck

Langcr1na

Factor Xllla

CDB6+ 

CD40+ 

DC-LAMP+ 

Secreción de IL-.::12 +/

Sccrcc1ón de IL-10 -

OC Intersticiales 

Fenotipo en DCs maduras 

ci:>11c+ 

IL-3R

MHC-11+ 

CD11b+ 

CD13+ 

C033+ 

CD4+ 

CD1a-

Grélnulos de 81rbeck

Langcrina

Factor Xllla+ 

CD86+

C040+ 

DC-LAMP+ 

FUNCIÓN 

Secreción de iL-12 ++++ 

Secreción de IL-10 ++++ 

Células do Langcrhans 

CD11c+ 

IL-3R

MHC-11+ 

Cd11b+ 

CD13+ 

CD33+ 

C04+ 

CD1a+ 

Gránulos de Birbeck+ 

Langcrina+ 

Factor Xllla

C086+ 

CD40+ 

DC-LAMP+ 

Secreción de IL-12 ++++ 

Secreción de IL-1 O +/-

Los estudios que han evaluado la presencia de OC en los infiltrados de la tuberculosis 

cutánea humana son pocos y contradictorios. Estos se han valido de la identificación de 

la proteína S-100 por inmunohistoquímica en cortes en parafina. aunado a la morfología 

dendritica. Entre ellos está el trabajo de Smolle y Kneifel (34). quienes determinaron 

que e~ 11 o/o de las células de los granulomas eran OC en la vasculitis nodular profunda 

(Eritema indurado de Bazin), un tipo de tuberculides; mientras que Crieber. en la misma 

entidad nosológica sólo encuentran escasas células positivas (<1 %) (35). En otro tipo 

de tuberculides, la papulonecrótica. Jordan y cols. encuentran también muy escasas 
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células S-100 positivas (36). 

Con la utilización de CD1, un marcador más confiable para DC en piel (37). existe un 

reporte (38) en Lupus vulgar (una variedad de tuberculosis verdadera). en el que los 

autores observaron escasas OC CD1 a+ en dermis. y un incremento de las mismas en 

epidermis. 

Existen muchas otras moléculas que aún no se han investigado en la tuberculosis 

cutánea, como la Langerina. 

Otras células importantes en et infiltrado granulomatoso de las tuberculosis cutánea son 

los Le T. Ya se describió parte de la función de éstos linfocitos como células que 

ayudan a los macrófagos a convertirse en células efectoras mediante la producción de 

citocinas como el IFNy (citocina Th1) (39). De estas células también se han descrito 

linfocitos CD4+ capaces de matar directamente a los macrófagos infectados por M. 

tu/Jerculosis. rnediante la producción de proteinas como la granulicina y la perforina 

(25). 

Asi m1sn10, lo!:i linfocitos T C08+ están implicados en la respuesta inmune ante M. 

tuberculosis (40); estos linfocitos citotóxicos al igual que los CD4+ producen citocinas 

tanto de tipo 1 (Tc1) como 2 (Tc2). y probablemente su principal función seria destruir a 

los macrófagos infectados del granuloma (25:41 ). 

En escasos trabajos. los tipos de Le T se han evaluado en algunas variedades de TBC 

y los resultados no son del todo consistentes. Ramesh y cols. (38) encontraron que los 

linfocitos predominantes en los granulornas del 78°/o de sus pacientes estudiados con 

Lupus Vulgar tuvieron un predominio de CD4+ sobre los CDS+. mientras que en el resto 

de sus pacientes el predominio celular fue inverso. Por otro lado. Sehgal y cols. (42;43) 

en el n1ismo tipo de tuberculosis (Lupus Vulgar) sólo encontraron un predominio de Le T 

C04+. Además. ellos sugieren, que al igual que en la Lepra. existe un espectro de 

respuesta inmunológica en la TBC. donde en un polo se ubicaría al Lupus Vulgar con 

un predominio de CD4+ y un incremento de la relación CD4+/CD8+, lo que seria 

an.élogo a la respuesta inmunológica celular en la Lepra Tuberculoide: en el otro polo se 

ubicaría a la Escrofulodermia o Tuberculosis Colicuativa. con un predominio de CDS+ y 
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disminución de la relación CD4+/CD8+ como sucede en la Lepra Lepromatosa; al 

centro del espectro se encontraría a la tuberculosis verrugosa (42). 

Existen diferentes métodos para determinar marcadores celulares, en este caso 

moléculas englobadas en los grupos de diferenciación (CD), uno de ellos es la 

inmunohistoquimica. Para dicho método. existen anticuerpos específicos (generalmente 

disponibles de manera comercial) acoplados a fluorocromos o a enzimas. Ello no sólo 

permite la identificación fenotípica de la célula a analizar, sino también su morfología. 

su ubicación tisular precisa. así como la cuantificación de las células positivas para 

dicho marcador, en un corte de tejido dado. 

Con el uso de la metodología previa se pretendió determinar cuales son las APCs y los 

Le T presentes en la TBC con diferentes tipos de granulomas. 

- -- --- --------
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Planteamiento del problema 

La tuberculosis es una enfermedad compleja que al igual que la lepra, es producida por 

una micobacteria, esta última enfermedad representa un modelo inmunológico en la 

que cada uno de sus cuadros clínicos concuerda con una imagen histológica. que a su 

vez son representados por una respuesta inmunológica distinta; por un lado se 

encuentran los pacientes con Lepra Lepromatosa en quienes las lesiones clínicas 

suelen ser diseminadas con una insuficiente respuesta inmune celular e 

histológicamente con infiltrados mal delimitados: en el otro extremo se encuentran los 

pacientes con Lepra Tuberculoide, cuyas lesiones cutáneas son menos diseminadas. 

cuentan con una respuesta inmune celular más adecuada que les confiere protección. e 

histológicamente se caracterizan por infiltrados bien delimitados en forma de 

granulomas semejantes a los encontrados en algunos de los pacientes con 

tuberculosis. Si bien se conoce que células participan en la fonnación de los 

granulomas mediante microscopia de luz. algunas de las células importantes para la 

respuesta inmune contra M. tuberculosis, no se aprecian con tinciones habituales; por 

otro lado. auque se conoce la participación de los Le T en la conformación de los 

granulomas, no se sabe con claridad que subgrupos de los mismos se encuentran en 

los infiltrados granulomatosos, tampoco se conocen cómo se encuentran otras células 

importantes para la respuesta inmune (células de Langerhans) en la piel (epidermis}: 

por ello. nosotros nos preguntamos de manera general: 

¿Cuál es el microambiente inmunológico celular en la tuberculosis cutánea? 

Con la siguiente pregunta especifica: 
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¿Qué tipo de APCs (OC y macrófagos) y de Le T están presentes en las lesiones de la 

tuberculosis cutánea, con ~iferentes tipos de granulomas (tuberculosos caseificados, 

tuberculosos sólidos o no caseificados, y granulomas inespecificos)? 



.Justificación 

La tuberculosis cutánea es producto de una interacción entre el agente microbiano, el 

ambiente y el huésped; de ahi la importancia de conocer cada uno de estos aspectos. 

Aunque existe un amplio conocimiento del agente causal (cepas resistentes, 

mecanismos de evasión de la destrucción por macrófagos. interacción con el virus de la 

inmunodeficiencia humana. etc.) y de las modificaciones de las condiciones del 

ambiente (desnutrición, marginación, etc.); el microambiente a nivel del huésped ha 

sido poco explorado in situ, en el ámbito cutáneo; ahondar en conocimiento del 

microambiente inmunológico celular en los granulomas de la tuberculosis cutánea. 

aportaria una herramienta más para el entendimiento de la interacción entre la 

micobacteria y el huésped. 



Objetivos del Estudio 

Objetivo General 

Conocer el microambiente inmunológico celular en la tuberculosis cutánea con 

diferentes tipos de granulomas (tuberculosos caseificados, tuberculosos sólidos o no 

caseificados y granulomas inespecificos) . . · 

Objetivos Específicos 

1. Determinar el tipo de APCs: células dendríticas y macrófagos, así como: 

2. Determinar el tipo de linfocitos T presentes en las lesiones de la tub~rculosi.s cutánea 

con diferentes tipos de granulomas (tuberculosos caseificados, tuberculosos sólidos o 

no caseificados y granulomas inespecificos). 



Sujetos, Material y Métodos 

Lugar donde se realizó el estudio. 

Unidad de Investigación Médica en Inmunología e lnfectologia del Hospital de 

lnfectologia .. Dr. Daniel Méndez Hernández-. Centro Médico .. La Raza .. del Instituto 

Mexicano del Seguro Social; Departamento de Patología Experimental, laboratorio de 

lnrnunologia celular del Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto 

Politécnico Nacional (CINVESTAV), y Departamento de Dermatopatologia del Centro 

Dermatológico "Dr. Ladislao de la Pascua" (CDP) de la Secretaria de Salud. 

Diseño del estudio: Clínico-básico 

Grupos de Estudio 

Cortes de biopsias embebidas en parafina de los pacientes con diagnóstico de 

tuberculosis cutánea del año 1999 y el primer semestre del 2000. El diagnóstico de TBC 

se habia establecido previamente en el Centro Dermatológico Pascua, con base en el 

protocolo de estudio para este tipo de dermatosis. Este consta de historia ctinica 

dermatológica. con énfasis en Ja topografía y morfologia de las lesiones cutáneas. así 

como con la concordancia de la imagen histológica general (al microscopio de luz) de la 

biopsia. la respuesta al PP.D. y los resultados de otros estudios como baciloscopías. 

cultivo y estudios radiográficos; y en ocasiones. a Ja respuesta al tratamiento antifímico 

(7). 

Las biopsias se dividieron inicialmente de acuerdo al tipo de infiltrado en: 

Granulomas tuberculosos (5 bloques). granulomas tuberculoides (11 bloques) y 

granulomas crónicos inespecificos (7 bloques). 

Una vez realizada la PCR para M. tuberculosis y corroborar la presencia de la 

micobacteria, se reclasificaron los grupos en las siguientes categorías: 

A. Granulomas tuberculosos caseificados (2 bloques) 

B. Granulomas tuberculosos sólidos o no caseificados (3 bloques) 

C. Granulomas inespecificos (2 bloques). 

¡--·-·-.. 
Í n '· / ~5 
¡ _{!:_~.·-- ,• .. , 

-- -·· -···-···...:_;__ ~- >L "'" ..! • ;·\J 1 ·-----



Además. como grupo control de comparación, se agregaron biopsias de personas sin 

dermatosis (3 bloques). 

Criterios de selección 

•Criterios de inclusión 

Biopsias cutáneas con las siguientes caracteristicas: 

Provenientes de pacientes con tuberculosis cutánea. (Diagnóstico establecido 

previamente) 

Provenientes de pacientes de sexo femenino o masculino 

•Criterios de exclusión 

Biopsias con material insuficiente 

•Criterios de eliminación 

Un bloque tuvo que ser eliminado por extravio del mismo. 

Definición de las variables 

•Variable: Granulomas de la tuberculosis cutánea 

Definición conceptual. Infiltrado celular en el ámbito cutáneo. secundario a la infección 

por M. tuberculosis. 

Definición operacional. Imagen histológica al microscopio de luz. de los cortes de 

biopsias de los pacientes con diagnóstico previamente establecido de tuberculosis 

cutánea, teñidos con hematoxilina-eosina. 

Escala de rncdición. Cualitativa. nominal 

Categorías de la variable: 

A. Granulomas tuberculosos caseificados. Constituido por una zona de necrosis 

central. cúmulos de células epitelíoides con células gigantes mullinucleadas tipo 

Langhans. todo ello rodeado por células mononucleares. Con ausencia de 

bacilos. 

B. Granulomas tuberculosos sólidos o no caseificados. Igualmente. constituido por 

cúmulos de células epitelioides con células gigantes multinucleadas tipo 

r-__ _ 
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Langhans, todo ello rodeado por células mononucleares. No hay necrosis 

caseosa. ni bacilos. 

C. Granulomas inespecificos. Constituido por cúmulos de células epitelioides, 

linfocitos, y en algunos casos con polimomucleares y plasmocitos. Al igual que el 

anterior carece de necrosis y bacilos. 

•Variable: Microarnbiente inmunológico celular 

Definición conceptual. Representación de una respuesta inmunitaria tras la introducción 

de una sustancia extraña. 

Definición operacional. Se determinó con base en la medición de las siguientes 

subvariables: 

1. Células profesionales presentadoras de antigenos (APCs). 

Definición conceptual. Células con proteínas de superficie codificadas en el complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 11, que interactúan con los receptores 

de los linfocitos T en el momento de la presentación del antígeno. 

Definición operacional. Se determinaron células dendriticas y macrófagos (APCs) 

mediante técnicas inrnunohistoquimicas. (Ver apartado de técnicas de laboratorio). 

Cada una de las células se determinó por separado y se contrastó con un anticuerpo 

control negativo (control de isotipo) y en su momento. también con un control positivo. 

Anticuerpos primarios: 

Anticuerpo Dilución Marca comercial 

Langerina 1: 25 SM" 

CD1a 1: 10 SM* 

MHC-11 1: 50 DAKOM746 

CD68 1: 50 DAKO M0814 

- SM: siílffiaiCB ... OoÍlados pclr los Doctores S. Lebecque y 
S. Saeland de Lyon Francia. 

Una vez obtenidas las marcas en epidermis. con la finalidad de no conocer la 

~7 



identificación de los cortes. se cubrieron los números de biopsias; de esa forma. se 

capturaron a 40X 1 O campos de cada corte y para cada uno de los marcadores 

(barriendo toda Ja epidermis) se procedió a cuantificar el número de células positivas 

por campo con el auxilio de un analizador de imágenes semiautomatizado. 

Escala de Medición. Cuantitativa discreta. 

Unidad de Medición: Número de células positivas por campo. 

2. Linfocitos T 

Definición conceptual. Células mononucleares que específicamente reconocen 

antigcnos extraños. 

Definición operacional. Se determinaron mediante inmunohistoquimica mediante el 

sistema peroxidasa biotina-avidina (ver apartado de técnicas de laboratorio). utilizando 

los siguientes anticuerpos primarios: 

Anticue roo 
CD4 

CD8 

SD: sin diluir. 

Escala de medición. Cualitativa ordinal. 

Categorias de las variables: 

•ausente 

•escasas 

•cantidad moderada 

•abundantes 

Descripción general del estudio 

Dilución Marca comercial 
so Ventana 250-2712 

1:100 DAKO M7103 

De la libreta de registro de biopsias del Departamento de Dermatopatologia del Centro 

Dermatológico -or. Ladislao de la Pascua- del año 1999 y el primer semestre del 2000, 

se buscaron y seleccionaron 23 biopsias de pacientes con diagnóstico de tuberculosis 

cutánea. Las biopsias ya habían sido tomadas como motivo de la derrnatosis de los 
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pacientes, as! mismo, el diagnóstico de tuberculosis cutánea ya había sido establecido 

con base en el protocolo de estudio de dichos pacientes (7). Posteriormente se 
buscaron los bloques correspondientes así como los cortes teñidos con HE para 

clasificar a los grupos dependiendo de la imagen en los infiltrados inflamatorios, 

establecidos por el dermatopatólogo (el referido en el registro escrito de la biopsia). Los 

grupos iniciales fueron: 1) granulomas tuberculosos. 2) granulomas tuberculoides y 3) 

granulomas crónicos inespecificos. 

Los casos no contaban con estándar de oro (cultivo para M. Tuberculosis), por lo que 

se realizó PCR múltiple en tubo para Mycobacterium. en un corte de cada uno de los 

bloques en parafina (previa desparafinación). seguida de PCR anidada para M. 

tuberculosis (44) (Ver apartado de técnicas de laboratorio). Sólo se incluyeron para 

inmunohistoquimica aquellos bloques con PCR anidada positiva. Con los resultados de 

PCR. se reclasificaron los grupos en: 1) granuloma tuberculoso caseificado. 2) 

granuloma tuberculoso sólido o no caseificado y 3) granuloma inespecífico. Se 

conformó un grupo de piel de personas sin dermatosis (grupo control) con la finalidad 

de establecer parámetros basales o iniciales de las células a medir. 

Se realizaron inmunohistoquímicas mediante el sistema peroxidasa biotina-avidina) 

(previa '"recuperación antigénica .. ) para CD1a. MHC-11, Langerina, CD4. CDS y CD68. 

Con auxilio de un analizador de imágenes semiautomatizado se obtuvo el número de 

células positivas por campo. 

Finalmente se realizó el análisis de hallazgos. 

Análisis de datos 

a) Estadística descriptiva:. 

•Medidas de resumen: frecuencias. porcentajes: para las variable clínicas (edad, sexo. 

tipo de TBC). 

•Medidas de tendencia central: media para variables con distribución nonnal: CD1 a y 

mediana para variables sin distribución normal: Langerina y MHC-clase 11. 

• Medidas de dispersión: desviación estándar para variables con distribución normal: 

CD1a y rango intercuartílico para variables sin distribución normal: Langerina y MHC

clase 11. 
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b) Estadística analítica: Fue utilizada para comparar el número de DCs con marcas 

positivas en la epidermis. 

- ANOVA de una vía para tres grupos Independientes, en aquellas variables con 

distribución normal (CD1a). 

•Prueba de Kruscal-Wallis, para comparar aquellas vañables sin d_istñbUc,ión ·1:1~rmal (el 

resto de los marcadores: Langerina y MHC-clase 11). 

•Como comparación a posteriori se utilizó el procedimiento de Scheffe. 

Los resultados se consideraron significativos si el valor de p < 0.05 .. 

Para establecer la concordancia intraobservador en las mediciones de las células 

positivas. se recontaron 30 campos al azar para células CD1a+. Se practicó la prueba 

de Spearman. clasificándose de la siguiente forma: 1) <O pobre, 2) O a 0.20 leve, 3) 

0.21 a 40 mediana, 4) 0.41 a 0.60 moderada 5) 0.61 a 0.80 sustancial y 6) 0.81 a 1.00 

casi perfecta. 

Se calculó la correlación entre el número de células positivas con el área de la 

epidermis mediante correlación de paramétrica de Pearson .. 

Los datos fueron analizados con el paquete para computadora SPSS, de las siglas en 

ingles Statistics Profesional Social Sciences versión 10 para Windows. 
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Factibilidad y Aspectos Éticos 

El estudio fue factible ya que se contaba con las biopsias de los pacientes y sus 

expedientes clínicos. igualmente. se contaba con Ja infraestructura y material 

necesarios para la realización de las diversas técnicas de laboratorio (PCR, 

inmunohistoquimicas. etc.). Se recibió financiamiento del FOFOI. con No FP 0038/1273. 

Desde el punto de vista ético. se apegó a las normas establecidas por el Instituto 

Mexicano del Seguro Social, que incluye el reglamento de la Ley General de Salud, en 

materia de investigación en salud. así como con la Declaración de Helsinki. 

No se requirió carta de consentimiento informado, ya que el material histológico se tomó 

como parte del estudio de la derTTlatosis del paciente, que fue el motivo de consulta. 

El proyecto fue enviado y aceptado por el Comité Local de la Unidad participante 

(Hospital de lnfectologia del CMR del IMSS). 
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Recursos 

Humanos 

Investigadores, dermatopatÓlogos, químicos, histotecnólogos, biopsia de pacientes =n 

tuberculosis cutánea. 

El investigador principal se dio a la tarea de buscar en los registros de histopatologia las 

biopsias que corresponden al diagnóstico de tuberculosis cutánea. a la búsqueda de los 

expedientes clínicos. registró de éste ültimo. los datos correspondientes a la 

investigación; auxilió en la búsqueda de los bloques histológicos y en la obtención de 

los cortes correspondientes (conjuntamente con los histotecnólogos). Aprendió y realizó 

las técnicas de laboratorio necesarias para el proyecto. Realizó el análisis histológico y 

morfológico de las imágenes obtenidas. asi como su análisis estadístico. 

Los dermatopatólogos evaluaron los cortes histológicos. conjuntamente con el 

investigador principal. 

Los tutores condujeron la investigación y discutieron los hallazgos junto con el alumno. 

Físicos 

Unidad de Investigación Médica en Inmunología e lnfectologia, Laboratorio de 

Inmunología celular del Departamento de Patología Experimental del CINVESTAV, y el 

Departamento de Dermatopatologia del CDP; donde se cuenta con microscopios, 

microtomo, laminillas. tinciones. material para PCR. anticuerpos específicos para tas 

técnicas inmunohistoquimica. computadora para captación y análisis de la información. 

etc. 

Financieros 

El proyecto recibió financiamiento por parte del FOFOI, además se utilizaron los 

recursos propios de las Instituciones participantes, y de los investigadores principales. 

r----- - -··---¡ 
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Resultados 

Selección de casos. De los 23 bloques de biopsias elegibles para el estudio. el 65°/o 

de los casos correspondieron a tuberculides, un caso (4°/o) no fue posible clasificar por 

ausencia del dato en la libreta de registro. el resto correspondieron a tuberculosis fijas. 

Las caracteristicas más relevantes de los 23 pacientes iniciales se encuentran en el 

siguiente cuadro. 

Cuadro 2. Casos de TBC sometidos a PCR. 

Caso Variedad clinica de TBC TipodeTBC Edad Sexo granuloma'" PCR·a 

NocJulonecrót1ca T 40 F tuberculoso 

2 Colicuativa F 19 F tuberculoso 

3 ? ? 32 F tuberculoso 

4 Nodular profunda T 62 F tuberculoso 

5 Eritema nudoso T 27 F tuborculoso 

G Tut>erculidcs (cara) T 26 M tuberculoide 

7 Venugosa F 12 M tuberculoidc 

R Tubercul1dos m1cronodular T 36 F tuborculoido 

" Lupos:1 F 14 M tuberculoide 

10 Tubercuhdes (cara) T 30 F tuberculoide 

11 Nodular profunda T 39 F tubcrculo1de 

12 Micronodular T 27 F tubcrculoide 

13 Tuburculidüs T 44 F tubcrculoidc 

14 Nodular profund;:i T 66 F tuberculoido 

1~ M1cronodular T 31 F tuberculoide 
1G Noctul~u profunda T 29 F tuberculoido 
17 Collr.u<1t1va F 30 M Crónico 
1H TuhP-rr.ulide~ T 19 F Crónico 
rn Tuhercuhdc~ T 30 F Crónico 
20 G<-inql1on<Jr F 12 M Cronico 
21 Ulcf~rf><'>a F 73 M Crónico 
2? Vt~rrugos."J F 86 M Crónico 
23 Nodular profunda ulcerada (Tipo 

Hutch1n~n) T 70 F Crónico 

TsC:· TubCrculoSiS -Cutánea. T; tuberculides, F: tuberculosis fija o verdadera, S: sexo, PCR-a: PCR 
arndncia ? se ignora. ·E1 tipo de granuloma se obtuvo de los reportes de dermatopatologia (clasificación 
utilizada por derrnatopatólogos). +Resultado positivo. Se realizó PCR múltiple para Mycobacterium, en la 
1nucstrCJ clcg1blc, por carecer de csténdar de oro (cultivo) todos fueron negativos en esa primera fase. 
Sólo hubo 8 casos pos1t1vos a la PCR-a (35º/o) para Mycobacterwm tuberculosis. el 71 º/0 de las 
tuberculosis fi1as fue positivo, mientras que sólo el 20% de las clasificadas clinicamente como 
tubcrcul1dcs 

,._ __ _ 
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De los ocho casos positivos a la PCR-a (Ver figura 8 para la imagen de los productos 

de la PCR), un caso de tuberculides nodular profunda fue eliminado del estudio por 

extravío. Finalmente se incluyeron 1 O bloques. 2 de granuloma tuberculoso caseificado, 

3 de granuloma tuberculoso sólido o no caseificado, 2 de granuloma inespecífico. y 3 de 

piel sin dermatosis (piel nonTial). En la figura 9 se muestran algunos ejemplos clínicos 

de los pacientes estudiados. 

Aspectos clínicos. Las características clínicas más importantes de los 7 pacientes 

estudiados con TBC se encuentran en el cuadro 3. El 57% de los pacientes fue del sexo 

masculino, el rango de edad fluctuó entre 12 y 86 años, y el tiempo de evolución de la 

tuberculosis fue de 6 a 24 meses. 

El 63°/o de las tuberculosis incluidas fueron de tipo verdadero (2 Colicuativas. 2 

Verrugosas y una Luposa); el resto de los casos correspondieron a tuberculosis Nodular 

Profunda. 

Cuadro 3. Caracteristicas clínicas de los pacientes estudiados con TBC. 

TlPode 
Edad Se.o Tiempo de 

Topografia tuberculosis evolución 

Cohcuauva 19 F 13meses Cuello en e.ara lateral 
1zqwf?f'da 

Nodt1l;:ar- protunda 27 F 3meses Ptern.,s 

Vt:t"l'9DSa 12 M 11 ai\os Antebrazo y mano 
izquierdos 

Luposa 14 M 6n1~cs Car-a antenor de i»ernas 

Nodular protunda 66 F 30 arlo$ Subma•ldlbulitr y gh.aeo 
derecho. rogion lumbar 
izquterda 

CohcualJVa 30 M 4mes.cs Brazo y antebrazo 
izquierdo 

VetrugOS.'"l 86 2itñOS Ptern.'1 tZCluictda 

ELB: evolución de la '°51óo biopsiada. m: meses. a: años. 7: se ignora. 

Tiempo 
ELB 

1m 

6m 

? 

4m 

2n 
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Tlnclón ácido-alcohol resistente. Se realizó tinción de Ziehl-Neelsen (ZN) en todos 

los bloques analizados, y en ninguno de los casos fue francamente positivo. aunque en 

algunos casos se observaron marcas de color rojo que recuerdan estructuras bacilares 

(Figura 10). 

Figura '10. Microfotografía a gran aumento (100 X), de 
la zona de un granuloma teñido con Ziehl-Neelsen, las 
flechas señala una estructura probablemente bacilar, 
ácido alcohol resistente {color rojo). 

Histología. Por hematoxilina y eosina se observó afectación de todas las capas de la 

piel (cuando la profundidad de la biopsia lo permitió), el grado de daño dependió de la 

variedad clínica. Por ejemplo. hubo cambios más notoños en la epidermis de los 

pacientes con Tuberculosis Verrugosa. mientras que en los casos de Tuberculosis 

Nodular Profunda las alteraciones más relevantes se observaron en dermis profunda e 

hipodermis. El 70% de los casos estudiados mostró hiperqueratosis. cuya mayoría fue 

de tipo paraqueratósico {con células o restos de las mismas). La hiperqueratosis se 

acompaf'io de hipergranulosis en dos casos. La gran mayoría de los cortes evaluados 

mostraron grados variables de acantosis, excepto en uno de T. Nodular Profunda. En 

los casos de T. Verrugosa, la acantosis fue más mar-cada y se acompañó de 

papilomatosis. originando una franca distorsión morfológica, llegando a la hiperplasia 



pseudoepiteliomatosa. En el siguiente cuadro se describen los aspectos histológicos de 

los aspectos histológicos de las biopsias de los pacientes estudiados. 

Cuadro 4. Características histológicas de las biopsias estudiadas (TBC) 

TipodeTBC 

ColtCUat.lva 

Nodular 
profunda 

Verrugosa 

Lupas.a 

Nodular 
Prohmda 

Cot1cuat1va 

Granuloma 

Tubt!f'culoso 

Tuberculoso 

Tuberculoode 

Tubcrculoide 

Tubcrculo1de 

Crón.co 

CrOnK:o 

Epidermis 

ACBnto515 

Hipurqucralos.1s ortOQ\JCfatos.ca. 

acantos1s de leve a mocll?f'ada 

t-l1perQueralOSIS paraqucratosK;a. 
h•pcrgrunuk>sis, h1pcrpt,1sie'I 
pscudoep1telromatosa 

Zona~ de h1perquerato ... 1~ 

Cambios en: 

Dermis 

Oen~ infiltrado a nrvel medt0 
y profundo. alrededor de 
vasos y ane.oc.os 

lnflltrado a nivel supcrt1c1al y 
medto. alrededor de vasos y 

Denso mhltrado a nivel 
supt~rf•cLitl y m"'°'º 

lnhltrado t.."fl lada~ la'!. arc<t~•. 

Hipode.-mls 

No se observo 

Infiltrado lobuhUar 
Vasculibs 

No se observo 

Con inhltJ"ado 
p.:.raquera1oMca y de ncan1os1s lev~ vi•SOS d1l;ttndos y 

co••~ll~t1on.ados 

Ligero aplan..-im•ento de proce-:.os 
1nlerpap1la..-es 

Htperqueratos.is ortoqueratos1ca. 
h1pef9ranulos1s. acan1os1s 

H1pCfQucratos1s paraque-rntos1c.,, 
h1perp1asoa pso:uOocpolelK>rTialos.."' 

lnf1llr.:ida en todas los niveles. Denso inftltrado 
pcnvascular y pPn.:tnc-:a.al. lobulillar 
v~1sculo11s 

lnf1Urado en ladas las arcas. No se observo 
vasos dolatados y 
c..ong~.loonados 

Denso 1nf1Urado e nivel 
supcrtlci..,,I y mecho. vasos 
dilatados y congestionados 

No se observó 

Los infiltrados característicos de la TBC se distribuyeron en dermis e hipodermis 

(Figura 11 ). Tanto las tuberculosis cutáneas verdaderas como las tuberculides (según la 

c~asificación clínica), tuvieron granulomas tuberculosos caseificados y granulomas 

tuberculosos sólidos no caseificados. Los granulomas inespecíficos sólo se 

presentaron en la Tuberculosis Verdaderas (Figura 12). 
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Figura 8. Productos de PCR. En la imagen de la izquierda se muestra 
un gel de agarosa al 2°/o con los productos de PCR múltiple, las bandas 
corresponden a controles ppsitivos (DNA de M. tubercwosis) en el 
momento de la estandarización. utilizando diferentes concentraciones de 
cloruro de magnesio, se trabajaron con las condiciones del carril 4 (1 .5 
mM). En el gél de la derecha se muestran las bandas obtenidas en la 
PCR-anidada. Carril 1 control de pesos moleculares (100 pb), carril 8 
control negativo,_, el resto son productos obtenidos de las biopsias de los 
pacientes con ToC. 

Tuberculosis Verrugosa Tuberculosis Nodular Profunda 

Figura 9. Tuberculosis cutánea, ejemplos clínicos. La 
Tuberculosis Verrugosa corresponde a un tipo de tuberculosis 
verdadera o fija según la clasificación clínica, mientras que la 
Nodular profunda a un tipo de tuberculides, en este caso tipo 
Hutchinson. 

..\ 



Jnmunohistoquímica para OC en epidermis .. Se observó un incremento significativo 

(p<0.001) en el número de OC en la epidermis de los pacientes con TBC en 

comparación con los cortes de piel sin dermatosis (Cuadro 5). 

Cuadro s. Media de LCs en epidermis 

Piel normal Tuberculosis cutánea 

Molécula Media IC95 Media IC 95 

CD1a 8.30 6.74-9.66 20.20 18.08-22.32 

MHC-11 9.15 7.69-10.61 13.36 12.16-14.56 

Langcrina 8.30 5.78-1082 12 37 11.02-13.72 

IC 95: lnlorv<:1lo de confianz.c.i dul 95'Yo Las medias para las distintas molóculas 
son muy s1m1lares en la piol nonnal. Las medias de la piel normal, difieren con 
mucho de la piel con tuberculosis cutánea. Los 1nlervnlos de confianza ontro la 
pml nonnal y la piel con TBC nuncn se sobreponen 

La diferencia entre la piel normal y los pacientes con TBC en las células que expresan 

CD1a y MHC-11 es muy aparente. En cambio. respecto a la expresión de la molécula 

Langerina, dicha diferencia no es tan evidente, y no existe con el granuloma 

inespeciftco. En las Figuras 13-15 pueden observarse las OCs de epidermis 

identificadas con las marcas de las diferentes moléculas (CD1 a. MHC-11 y Langerina). 

En la Grafica 1 se muestra que CD1a se expresa en mayor cantidad en los pacientes 

con TBC que tienen granuloma tuberculoso caseificado. 

La correlación entre el número de células positivas y el área de la epidermis fue de 

0.45. 
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CD1a MHC-11 Langerina 

- piel normal 

CJ g. tuberculoso caseificado 

c:J g. tuberculoso sólido 

c:::J g. inespecífico 

Gril.fica 1. Marcadores positivos para OC en epidermis. De forma cegada so capturaron a 40X 
10 campos do cada corte y para cada uno de los marcadores (barriendo toda la epidermis). Con 
un analizado,. de imágenes sem1automat1zado se obtuvo el número de células positivas (somas). 
cada barra J"eprescnta la mediana (Md) de 20 o 30 campos (10 campos por biopsia). •p < 0.01. 
Existe diferencia estadisticamente s1grnficativa (p <0.01) en la expresión de CD1a entre los 
granulornas, dada por el grupo de granuloma tuberculoso caseificado. Se rocontaron al azar 30 
carnpos para el cálculo de la concordancia intraobservadol'" 1'"=0 83 (Spearman). 

Adernás de observarse un incremento de las células que expresaron CD1a. MHC-11 y 

Langerina en la epidermis de los pacientes con TBC. dichas células se encontraron muy 

por arriba de la capa basal de queralinocitos. incluso en la capa cornea de la epidermis, 

en contraste con lo que sucede en la piel normal. donde sólo se ubican a nivel basal o 

ligeramente por arriba de dicha capa. El hallazgo anterior fue más aparente con células 

positivas a CD1a, seguidas de las células que expresaron MHC-11, y en menor cuantía 

para las células positivas a Langerina (Figuras 16-18). 

El tamaño de los sornas celulares con marcaje positivo a CD1a en la epidermis de los 

pacientes con tuberculosis cutánea fue significativamente mayor (p<0.01) en 

comparación con los encontrados en piel normal (Grafica 2 y Figura 1 g); aún cuando el 

tamaño de los cuerpos celulares fue mayor en los granulomas inespecificos, esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa. 
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Figura 11. Imagen de los granulomas. Microfotografías a 10 
X de biopsias de pacientes con TBC, teñidos con 
hematoxilina-eosina. A: se muestra un granuloma tuberculoso 
caseificado la flecha señala la zona de necrosis caseosa, B: 
granuloma tuberculoide sólido o no caseificado en dermis 
profunda e hipodermis. 
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Figura 12. Granuloma inespecífico. Corte teñido con 
HE que corresponde a una biopsia de un paciente con 
tuberculosis verrugosa. Los histiocitos se entremezclan 
con los linfocitos (núcleos más pequeños y 
pigmentados). Hay ausencia de necrosis caseosa . 
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Piel nonnat Tuberculosis cutánea 

Figura 13. CD1a en Epidennis. Imágenes a 40X, obsérvese el 
notable engrosamiento de la epidermis (acantosis), así como el 
mayor número de células positivas en el corte de piel con 
tuberculosis cutánea. 
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Piel norTTial Tuberculosis cutánea 

Figura 14. MHC-11 en Epidennis. Imágenes a 20X. En piel 
norTTial existen escasas células positivas (marcas oscuras) 
en la epidermis (e), a diferencia de la piel de pacientes con 
tuberculosis cutánea, el mismo fenómeno se puede 
observar en dermis papilar (d). 



Piel normal Tuberculosis cutánea 
Figura "15. Langerina en Epidermis. Imágenes a 10X. Se 
observa un ligero incremento en las células positivas (marcas 
oscuras) en la epidermis (e) de los pacientes con tuberculosis 
cutánea. Las células positivas se delimitan a la epidermis. 
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Figura "16. LC en capa cornea de la epidermis. Secuencia de 
m1crofotografias a 20, 40 y 1 OOX de izquierda a derecha 
respectivamente. La parte superior corresponde a piel normal y 
la de abajo a piel con TBC, donde se observan células positivas 
para CD1 a muy cercanas a la capa cornea de la epidermis 
(flecha). A inmersión, destaca un cuerpo celular dentro de la 
capa cornea que no se desprendió del resto de la epidermis en 
el proceso del marcaje (triangulo). 



Figura 17. LC en proximidad a capa cornea. Microfotografías a 
inmersión (100X), la izquierda corresponde a piel normal y la 
derecha a piel con TBC. En este ultimo caso se observa un cuerpo 
celular que expresa CD1a muy próximo a la capa córnea (flecha). 
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Figura 18. OC C01 a+ en capa córnea de piel con TBC. A: 
mrcrofotografia a bajo aumento (10X), donde se observan las 
diferentes capas de ra piel (epidermis con capa córnea -flecha-~ 
dermis (esquina inferior izquierda), B: magnificación a 20X, G: 
mismo campo en la zona de la cornea a 100X, D: 100X de otro 
campo del mismo corte en donde se aprecian otras células 
post1vas al marcador ubicadas en la córnea. 



Figura 19. Tamaño de DC en epidermis. Microfotografías a 
100X. se observan células positivas a CD1a. A la izquierda corte 
de piel normal, a la derecha un corte de piel con tuberculosis 
cutánea. Los cuerpos celulares (flechas) son mayores en los 
pacientes que en los controles (piel normal). 
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Figura 20. Queratinocltos en Tuberculosis cutánea. 
Microfotografías a 40X que muestran la expresión de MHC-11 
(izquierda) y la positividad intracitoplasmática de CD66 por los 
queratinocitos (derecha). Ambos marcadores son negativos en 
piel normal. 
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En la TBC. los· queratinocitos tienden a ser de mayor tamaño en relación a los 

queratinocitos de la piel normal, además. algunos de dichos queratinocitos en los 

pacientes con TBC, expresan MHC-11 así como CD68 (Figura 20). 

* 
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m piel normal 
D g. tuberculoso caseificado 
CI g. tuberculoso sólido 
lliil g. inespecifico 

Gráfica 2. Tamaños de los somas de las OC CD1a+ en epidermis. El 
arca del cuerpo celular se midió de forma cegada can un analizador de 
in1ágenes en 67 campos al azar (25. 19, 11 y 12 en los distintos grupos 
respectivamente). Existe un aumento en el tamaña de las DCs en la 
TBC {"p<0.01 con ANOVA de 1 via ) . 

lnrnunohistoquímica para APCs en dermis. A nivel de dermis en las biopsias de piel 

normal, las células positivas para MHC-11 fueron escasas y sólo se ubicaron en dermis 

superficial, en cambio. en los pacientes con TBC, se encontraron numerosas células 

localizadas en todas las capas de la dermis (superficial, media y profunda) y en la 

t1ipoderrn1s de algunos casos. Adicionalmente, algunas de estas células positivas en 

dermis de los pacientes tuvieron una mortologia francamente dendrítica. 

En algunos de los pacientes con TBC se observaron escasas células positivas para 

Langerina en la dermis papilar (Figura 21 ). en contraste con las biopsias de piel normal 

donde la expresión se restringe exclusivamente a la epidermis. Un fenómeno similar se 

presentó con la expresión de CD1 a: ésta molécula se encontró positiva en el 57º/o de 

las biopsias de los pacientes con TBC a nivel de dermis superficial y media. las células 

positivas fueron escasas en la mitad de los pacientes. y en la otra mitad hubo un mayor 



número de células positivas (Figura 22). 

Por otro lado, en la zona de los granulomas, la mayoria de las células son CD68 

positivas como se observa en la Figura 23. 

lnmunohistoquímica para Le T. Prácticamente no se detectaron CD4+, y Jos Le T 

predominantes fueron CDS+ en todos los casos (Figura 24). Algunos de los Le T son 

infiltrantes (Figura 25) ya que se encuentran en la epidermis; además de encontrarse 

localizados en la zona de Jos granulomas se ubicaron de manera muy importante a 

nivel peri vascular (Figura 25) y per-ianexial (Figura 26). 
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Piel normal Tuberculosis cutánea 
Figura 21. Langerina en dermis de piel con TBC. Imágenes a 
40X. Pueden observarse algunas células positivas en la dermis 
superficial (flechas rosas) en los pacientes con tuberculosis 
cutánea, mientras que en piel normal se confinan a la epidermis 
(marcas obscuras en triangules). 
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Piel normal Tuberculosis cutánea 

Figura 22. Molécula CD1 a en dermis de piel con TBC. 
Microfotograflas a 10X que muestran la disposición de LC (marcas 
oscuras). En el corte de la derecha se observan cúmulos de 
células positivas a CD1a en la dermis (d), mientras que en la piel 
normal hay ausencia de dicha expresión a ese nivel. La línea 
punteada marca la unión dermoepidérmica.e: epidermis. 
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Figura 23. Células CD 68+. Microfotografla a 
1 OX en zona de los gran u lomas. en este caso se 
afecta la dermis profunda (d)e hipodermis (h} y 
hay un predominio de células positivas para 
CD68. 
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Figura 24. Linfocitos T en TBC. En las microfotografias superiores 
se observa de manera panorámica la disposición de los linfocitos. 
Hay una escasa cantidad y débil positividad de células CD4+, a 
diferencia de CDB+ cuya positividad es muy aparente. 
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20x 10x 
Figura 25. Linfocitos T CDS+ en TBC. En la microfotografria 
de la izquierda se muestran linfocitos a nivel perivascular 
(flechas). En la imagen derecha, las célula se observan en la 
epidermis (linfocitos 1nfiltrantes). 
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Discusión 

En general. la TBC es más frecuente en el sexo femenino. En nuestro grupo de 

pacientes finalmente estudiados. hubo un ligero predominio del sexo masculino, lo cual 

se puede deber al número pequeño de biopsias estudiadas. como ha ocurrido en otras 

series (11 ;38). 

En la TBC. el porcentaje de biopsias positivas a la tinción de Z-N suele ser bajo. debido 

a que el número de bacilos presentes es las lesiones cutáneas son escasos y se 

necesitan al menos 1000 bacilos/mi (38) para poder ser detectados por Z-N. Sin 

embargo, Farina y colaboradores (11) reportan resultados positivos por arriba del 50º/o, 

seguramente debido a que estudiaron sólo casos severos de TBC. Algunos de los 

casos estudiados en nuestra serie presentaron estructuras rojas que pudieran 

corresponder a bacilos no integras. degradados o a restos de los mismos: por lo que se 

consideraron negativos. 

Las características histológicas generales encontradas en nuestros casos. no difieren 

de lo reportado en la literatura (8.14). 

Existen diversos trabajos que han demostrado la utilidad de la PCR en el diagnóstico de 

la TBC. utilizando tejido embebido en parafina: sin embargo. los resultados son 

variables. desde aquellos que niegan su utilidad en casos "'paucibacitares .. (sin bacilos 

ácido-alcohol resistentes por Z-N) (45). pasando por trabajos con resultados 

1ntermed1os (60°/o) (46) y hasta aquellos con 100°/o de resultados positivos en 

tuberculosis onficial. tuberculosis diseminada y tuberculosis de inoculación primaria 

(47) Las d1ferenc1as pueden estar dadas principalmente por las diversas formas 

clínicas estudiadas. que a su vez influyen en la cantidad de bacilos presentes en las 

lesiones. Otros factores que modifican los resultados son: et tipo de tejido, necrosis o 

autólisis del tejido. la densidad del estroma, un tiempo de fijación prolongado (mayor de 

24 horas). el tipo de iniciadores utilizados, la sensibilidad del sistema y el contenido de 

nucleasas (47). 
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Nosotros utilizamos un sistema múltiple, que pennite la identificación en una sola 

prueba de cualquier micobacteria perteneciente al llamado .. Complejo" de micobacterias 

patógenas para el ser humano, seguida de una segunda amplificación especifica de la 

especie tuberculosis. La proporción general de resultados positivos fue menor que la 

encontrada por otros autores en nuestro medio (44), quienes reportaron un 80o/o de 

pruebas positivas en general (prácticamente el doble que nosotros). además, para las 

tuberculides su resultado fue cercano al 90°/o, mientras que para las tuberculosis 

verdaderas fue del 67'!-~. Nosotros encontramos una proporción similar en éstos últimos 

casos (tuberculosis fijas o verdaderas). lo que es de esperarse. debido a que en estos 

casos suelen encontrarse bacterias en el material de análisis. Sin embargo, 

encontramos un baja proporción en las tuberculides (37°/o). Dicha diferencia pudo 

haberse dado por la cantidad de tejido utilizado, pues ellos usaron 4 veces mayor 

cantidad por prueba. y en las tuberculides la cantidad de bacterias suele ser muy bajo, 

así, al aumentar la cantidad de tejido las posibilidades de encontrar DNA bacteriano se 

incrementa. 

Respecto al aumento en el número de OC en epidermis se ha descrito que en ratones 

NIH que tienen susceptibilidad intermedia a la infección por Mycobacterium 

lepraemurium (MIL) al ser inoculados con BCG o con MIL se observa un incremento de 

LC en su epidermis. sin embargo en ratones BALB/c que son susceptibles a Ja infección 

con MIL y en ratones C57BL7/6 que son resistentes a la infección por MIL, al ser 

infectados con MIL presentan una disminución de LC en su epidermis. lo cual 

correlaciona con un aumento de dichas células en los ganglios linfáticos (48). Nosotros 

al igual que en la cepa NIH encontramos un aumento de las LC en la epidermis de los 

pacientes con TBC. Dicho aun1ento s1 bien se vio relacionado con un mayor tamaño de 

la epidermis (acantosis). muy probablen1ente no sólo se debe a una relación 

directamente proporcional al notorio engrosamiento de la epidermis. dado que la 

correlación entre el número de células positivas y el área de la epidermis fue de 

modera-baja (0.45). lo que indica que otros factores intervienen en dicho incremento. 

Para que las DC se localicen en la epidermis se deben cubrir cuatro aspectos: 1) una 



producción por parte de Ja médula ósea. que garantice un número de células que 

puedan salir y arribar a la piel, 2) una serie de mecanismos probablemente locales, que 

permitan la llegada de las células. 3) otros mecanismos que favorezcan su permanencia 

en la epidermis y 4) factores ("constantes") de salida de las LC de la epidermis. Con 

estas consideraciones podría intentar explicarse el aumento en el número de las OC en 

los pacientes con TBC. Si el primer punto fuera responsable del incremento celular. 

implicaría una mayor producción de células por parte de la médula ósea. creemos que 

ello es poco probable, ya que se ha demostrado en estudios de tuberculosis pulmonar 

que existe una compartamentalización del antígeno a nivel regional (49). lo que evita 

que los cambios locales se generalicen a sangre periférica y posiblemente tampoco a 

otros tejidos como sería la médula ósea. Wagh y cols.(50) encontraron en la mayoría de 

sus pacientes estudiados con diversas formas de TBC los niveles periféricos de 

linfocitos no se alteran. hecho que sugiere que la producción de las células no se 

incrementa en este proceso patológico. Sin embargo no se ha estudiado para DCs o 

sus precursores. 

Por otro lado, no se sabe con exactitud que es lo que permite la colonización y 

residencia de las DCs en los tejidos periféricos. posiblemente estén implicadas 

quimiocinas. Los queratinocitos producen una serie de quimiocinas (MIP-3u. MCP-1. 

RANTES) y citocinas (TGFll. IL-10) bajo situaciones de daño, que son importantes para 

el reclutamiento de las LC hacia la epidermis_ La quimiocina MIP-3u. (proteina 

migratoria de macrófago). guia a las LC (con su apropiado receptor, CCR6) desde la 

cor-riente sanguínea hacia la epidermis (30). Existen ratones que sobreexpresan MCP-1 

(proteína quimotactica monocitica) y en ellos se observa un reclutamiento de LCs y 

otras DCs en su piel. In vitre se ha demostrado que las DCs tienen respuesta 

quimioatrayente a otra C-C quimiocina llamada RANTES (regulated on activation, 

normal, T-cell expressed) (29). 

Los queratinocitos producen de forma constitutiva pequeñas cantidades de TGF¡3 (37) y 

también su producción se incrementa al perturbarse la homeostasis epidérmica. dicha 

citocina juega un papel critico en el arribo de las LC a la epidermis como se demuestra 

en los ratones knockout para esta citocina. quienes carecen de LC en su epidennis 
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(30). Un mecanismo que puede explicar la permanencia de las células de Langerhas en 

la epidermis, es la expresión en su superficie de altos niveles de Cadherina-E, molécula 

de adhesión dependiente de calcio. que también se expresa en los queratinocitos 

basales. y que juega un importante papel en la morfogénesis e integridad tisular. Las 

OC que se encuentran en los nódulos linfáticos de drenaje cutaneo. tienen bajos niveles 

de Cadherina-E (51 ). Si los niveles de dicha molécula de adhesión permanecen 

elevados. posiblemente las LC se quedarían en la epidermis. Se sabe que ciertas 

citocinas como la IL-111 y el Factor de Necrosis Tumoral <L (TNF-u. ) inducen las 

migración de las LC, y parece ser que estas citocinas pro inflamatorias disminuyen la 

expresión de la Cadherina-E por parte de las células de Langerhans (52). Así en 

ausencia de estas citocinas. la presencia de las OC aumentaria en la epidermis. 

La producción de IL-10 podría por si misma, perturbar la migración de las LC, debido a 

su efecto inhibitorio sobre la migración de las mismas (53). 

Además de la disminución de la Cadherina E y la presencia de citocinas, para que las 

LC salgan de la epidermis, requieren identificar y atravesar la membrana basal de la 

epidermis (puerta de salida hacia la dermis). Ello parece ocurrir mediante ª' 
reconoc1miento por parte de LC de los componentes de dicha membrana. a través los 

receptores para integrina-u6 . del que es ligando la Laminina (principal componente de la 

1nembrana basal)_ Esta interacción, a su vez. induce la producción de moléculas con 

act1v1dad proteolitica (MMP: metaloproteinasa de matriz) (30). permitiendo asi la 

digestión de la membrana basal y la salida de las OC hacia el sistema linfático (29). Si 

alguno de estos mecanismos se altera. las LC verían alterada su salida de la epidermis. 

Una vez que las LC han logrado salir de la epidermis, son guiadas hacia los linfáticos 

por quimiocinas tales como MIP-3jl/CCL 19 (producida por células endoteliales) y 

quimiocina de tejido linfoide secundario (SLC)/CCL21 (30): además de las quimiocinas. 

es necesaria la presencia del receptor (CCR7), el cual sólo es expresado por LCs 

maduras (30). 

Finalmente no sabemos si alguno (s) de los procesos que permiten la salida de las LC 
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de la epidermis éste alterado. tampoco sabemos si la población local de LC se renueva 

desde una población local en la epidermis como sucede en ratones radiados (31) y que 

sumado a las células que van arribando desde la dermis pueda explicar el incremento 

de la OC en la epidermis de los pacientes con TBC. 

Aunque las OC que en epidermis expresan C01a, MHC-11 y Langerina, de manera 

general se encontraron incrementadas en los pacientes con TBC. dicho incremento no 

es igual en todas las moléculas. Por ejemplo, la expresión de CD1a fue mayor en 

comparación con la expresión de MHC-11 y Langerina, y además, fue mucho mayor en 

el grupo con granuloma tuberculoso caseificado_ Lo anterior podria deberse a las 

funciones de cada una de las moléculas y al estado de maduración de las DCs. La 

Langerina es una molécula asociada con la captación e internalización de los antígenos 

(32:33). por lo que se hace necesaria en dicha fase (captura de antigeno), por ello 

probablemente su expresión es menor a las otras moléculas analizadas, incluso en el 

granuloma inespecífico (posiblemente un granuloma más antiguo) la expresión de 

Langerina es prácticamente igual que en la piel normal. 

La diferente expresión de MHC-11 en las DCs esta relacionada a su estado de 

maduración. Se sabe que la síntesis de MHC-11 se ve incrementada en células maduras 

(21) porque estas moléculas se hacen necesarias para la presentación de antígenos. 

por ello se incren1enta la expresión de MHC-11 en la TBC. La diferente expresión entre 

MHC-11 y CD1a en TBC posiblemente se debe a que la población de LCs en la 

epidermis de los pacientes-no es homogénea, mientras algunas células se encuentran 

maduras. otras posiblemente no, debido a que no todas las LCs MHC-11+ expesan 

CD1a. molécula que en experimentos in vitre donde las DCs son infectadas con M. 

tuherculos1s. se expresan predominantemente en la superficie celular y en estado 

P.ndosomal temprano de fagosomas micobacterianos (22), posiblemente la persistencia 

del antigcnos lipidicos de origen micobacteriano sean un estimulo para la continua 

expresión de CD1 a. 

En este trabajo se observaron algunas LC en las capas más superficiales de la piel, lo 

cual no sucede en condiciones normales, ya que el movimiento de las LC residentes de 
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la piel normal es a la inversa; mlgran de la epidermis hacia los linfáticos dérmicos para 

finalmente arribar a los ganglios linfáticos. En cambio. la cinética migratoria de los 

queratinocltos en la piel normal va de la capa basal hacia la capa córnea, proceso que 

dura aproximadamente 3 semanas y que se conoce con el nombre de queratinopoyesis 

(54). En algunos de los casos estudiados, las LC parecían llevar una dirección inversa a 

su trayectoria normal, como normalmente sucede con los queratinocitos. esto es. de la 

capa basal de la epidermis hacia el exterior. Este hallazgo puede ser debido a que la 

queratinopoyesis se encuentra probablemente alterada. En general el grosor de la 

epidermis tiene una correlación inversa con el rango de movimiento (55), lo que 

significa que a mayor grosor de la epidermis. menor tiempo para llegar a la córnea. La 

cinética alterada de los quer<1tinocitos podría probablemente "arrastrar"" consigo algunas 

LC hacia la córnea. Esto, aunado a las alteraciones locales que permiten la 

permanencia de las LC en la epidermis. podria favorecer el arribo de las mismas a las 

capas más superficiales de la piel. La alteración en la dirección del movimiento de las 

LC podria comprometer su función como APCs. aunque el número de LC observadas 

en la capa cómea fue pequeño. 

Fue evidente que algunas de las OC que se encontraron en la epidermis de los 

pacientes con TBC estaban hipertróficas, fenómeno que ya ha sido observado en 

ratones infectados con BCG o con MIL, (48) es posible que la hipertrofia de las células 

refleje la activación temprana de las mismas. (48) como sucede en las células 

ep1telioides (macrófagos tisulares activados). 

organelos. implicados en el aumento del soma. 

Seria útil conocer cuales son los 

A diferencia de otros autores (34;35), nosotros no pudimos determinar el porcentaje de 

OC en la zona de los granulomas. debido a la incapacidad de obtener un marcaje 

especifico para distinguir macrófagos. así como a la imposibilidad técnica de realizar 

dobles marcajes que nos permitieran distinguir a las OC de los macrófagos que 

expresaron MHC-11. Sin embargo la morlologia dendrítica y la posilividad de dicho 

marcador, nos hace pensar que efectivamente hay DCs en la dermis superficial, media 

y profunda de los pacientes con TBC y posiblemente correspondan en su mayoria a 
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DDCs. pero deben hacerse otros marcajes para corroborarlo, así como evaluar el 

estado de maduración de dichas células mediante la expresión de moléculas 

coeslimulatorias (CD40, COSO, CD86). 

Ramesh y su grupo de colaboradores, con el uso de (38) CD1a como marcador para 

evaluar las DCs en 9 pacientes con Lupus Vulgar. encontraron algunas células positivas 

en dermis. Nosotros encontramos células positivas a CD1 a en casi el 60°/o de las 

biopsias analizadas, tanto a nivel superficial de dermis, como en la dermis media; al 

igual que el trabajo reportado (38) estas células positivas fueron escasas, salvo en dos 

de nuestros pacientes. Se ha sugerido que la presencia de moléculas CD1 (a, b y e) 

están relacionadas con una adecuada respuesta inmune debido a que se localizan en 

los granulomas de la Lepra Tuberculoide y su expresión esta disminuida o ausente en 

las lesiones de Lepra Lepromatosa (25). En este tipo de trabajos (incluyendo el 

nuestro). se tiene la desventaja de ser estáticos. por lo que al encontrar en la dermis 

DCs CD1 a+ no sabemos si dichas células est.:in arribando o saliendo de la epidermis. 

En relación a la expresión de MHC-11 por parte de los queratinocitos. se sabe que en 

condiciones normales no se expresa. pero puede ser inducida tanto en vitro corno en 

vivo por INF-·t; dicha citocina puede ser de origen linfocitario debido a que la producción 

de MHC-11 por parte de los queratinocitos esta asociada a infiltración linfocitaria (37). En 

nuestros casos efectivamente hubo infiltración linfocitaria en la epidermis. No se sabe si 

los queratinocitos al expresar MHC-11 puedan fungir como células presentadoras de 

antigenos a nivel local (56). La expresión de MHC-11 en células que normalmente no lo 

expresa se considera aberrante e indica que los Le T se han activado en el entorno 

inmediato (57). 

Previamente se ha descrito que los queratinocitos normales no expresan CD68. pero se 

puede rnanifestar en lo queratinocitos de algunas dermatosis y que dicha expresión 

refleJa el estado de activación o diferenciación de los queratinocitos {58). 

Adicionalmente se ha observado mediante análisis ultraestructural. que la expresión de 

C068 se encuentra asociada a grandes cantidades de fagolisosomas. así mismo se 

sabe que los queratinocitos basales contienen estas estructuras {59). por lo que la 

expresión de CD68, aunado al aumento del tamaño de estas células en los pacientes 
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con TBC podria estar reflejando la cualidad de fagocitar. Habría que hacer otro tipo de 

estudios para corroborar dicha hipótesis. 

Con respecto a los Le T en TBC, hay controversias en relación a la cantidad y a Jos 

diferentes tipos de Linfocitos T encontrados en los granulomas. En una serie estudiada 

de pacientes con Lupus vulgar (38) la mayoría de los casos tuvo un predominio de Le T 

CD4+. aunque en dos pacientes el predominio fue de CD8+. Otros autores (42;43) 

coinciden en encontrar un predominio de Le T CD4+ en los granulomas de los pacientes 

con la misma forma de TBC (Lupus vulgar), sin embargo, los Le T CDS predominaron 

en los pacientes con tuberculosis colicuativa. Nosotros encontrarnos un predominio de 

Le T CD8+ independientemente de la variedad clínica y del tipo de granulorna. Estas 

inconsistencias pueden deberse al pequeño número de pacientes estudiados, lo que 

hace dificil generalizar los resultados directamente a la clinica. 

Se sabe que en modelos rnurinos de tuberculosis pulmonar existen claramente dos 

fases. Una fase aguda que va del primer dia de infección al 28, en ella un predominio 

de Le T CD4 en las células del lavado bronquial, mientras que en la siguiente fase 

crónica que inicia después· de 1 mes de infección y en la que hay progresión de 1a 

enfermedad, se caracteriza por un predominio Le T CD8: por lo que se sugiere los 

subgrupos de Le T cambian a lo largo del tiempo (60). Todos los casos estudiados en 

esta serie fueron crónicos con un n1inimo de 4 meses a un máximo de 30 años de 

evolución de la infección, lo que probablemente permitiría un predominio de CDS. En 

humanos infectados con Mycobacterium Jeprae, se ha observado que aquellos 

pacientes con resistencia inmunológica a la micobacteria tienen predominio de mRNA 

para citocinas Th1 en los sitios de lesión y una adecuada formación de granulomas. 

mientras que aquellos con enfermedad extensa. predomina el mRNA de citocinas Th2, 

en estos mismos pacientes hay un mayor numero de LcT CDB+ (61 ). Sin embargo, 

también existe evidencia de que los LcT CDS+ son necesarios para la respuesta 

inrnune protectora ante M. tuberculosis (40). Se ha observado que en pacientes con 

lepra luberculoide, la forma inmunoresistente de la enfermedad, tienen linfocitos CD8+ 

en la periferia de los granulomas y se ha sugerido que estas células podrían contribuir 

al confinamiento de los bacilos en los granulomas debido a su actividad citotóxica (25). 
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Además. ratones deficientes en MHC-1, así como en coa+, son más susceptibles a la 

infección por M. tuberculosis (62). También se ha demostrado que clonas de LcT 

citotóxicos CDB+ murinos. generados para la proteína de choque hsp65 de M. 

tuberculosis pueden conferir inmunidad parcial para la infección de dicha micobacteria. 

En humanos. los Le T citolóxicos CDS+ restringidos para CD1 b son capaces de inhibir 

el crecimiento de M. tuberculosis in vitro (62) y matar directamente a la bacteria (23;63). 

Los Le T citotóxicos pueden jugar un papel importante en la inducción de apoptosis de 

las células infectadas con M. tuberculosis. Adicionalmente. los linfocitos CD8+ pueden 

funcionar como .. células cooperadoras"' debido a su patrón de citocinas que secretan 

(Tc1) (25). por ello se debe investigar el patrón de citocinas in situ en las lesiones de la 

TBC. 

Los queratinocitos son fuente de JL-1, citocina que induce un aumento en la expres1on 

de la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1 ). Otras citocinas que aumentan la 

expresión de ICAM-1 son el INF-y y el TNF-u. La IL-1 activa a las células endoteliales 

de los vasos contiguos de la dermis papilar, que expresan ICAM-1, lo que permite 

interactuar con los LcT, mediante su ligando, la molécula de adhesión linfocitaria 1 

(LFA-1) así, los linfocitos son "atrapados"" en los capilares. para posteriormente ser 

atraídos a los sitios dañados por un gradiente quimiotáctico (64). Lo anterior explicaría 

la presencia de infiltrados linfocitarios en zonas peri vasculares, en los sitios del 

granuloma. así como la infiltración intra epidérmica. ya que en dicho sitio los 

queratinocitos son fuente de MIP, MCP y RANTES. quimiocinas que favorecen el arribo 

de los linfocitos hacia la epidermis (64). A nivel intraepitelial, los LC T predominantes en 

condiciones normales son CD8 (56). también se sabe que las DC persuaden a los Le T 

c1totóxicos a expresar CD8 y aumentar la interacción con MHC-1 para que proliferen 

vigorosamente, lo cual es inusual en los Le T CD8 (28), lo que podría explicar 

parcialmente el predominio de CD8 en la epidermis de los pacientes con TBC. 



Conclusiones 

1. Aunque desconocemos que es lo que permite el incremento de las OC en la 

TBC consideramos que por este hecho existe una importante participación de 

dichas células en la respuesta inmune ante M. tuberculosis. 

independientemente del granuloma que conforman las lesiones de las 

biopsias de los pacientes. así como de la variedad clínica de TBC. 

2. En la epidermis de los pacientes con TBC hay un predominio de LC CD1a+ 

probablemente debido a la persistencia de antígenos lipídicos provenientes de 

M. tuberculosis. 

3. En la dermis de los pacientes con TBC existen en general escasas LC. pero 

en algunos casos parecen ser parte de los granulomas 

4. Seguramente las DDCs forman parte del infiltrado inflamatorio en las lesiones 

de los pacientes con TBC. 

5. Los queratinocitos posiblemente funcionen también como células reguladoras 

de la respuesta inmune ante M. tuberculosis en la piel. debido a los cambios 

que presentan. 

6. Los linfocitos que··predominan en las lesiones de la TBC· son de: tipo CDS+. 

probablemente debido a la cronicidad de las lesiones. Aunque_de'sconocemos 

el tipo funcional al que pertenecen. 
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Perspectivas 

¿ Hay OC que contengan bacilos o material Z-N positivo, dentro de ellas? 

¿ Hay DC ( u otras células) apoptóticas en epidermis /dermis /granulomas? 

¿ Hay algún receptor TLR alterado·º sobre-expresado? 

¿Como se encuentra la IL-12 (y el IL 12-R); o el IFNy irí situ én la TBC? 
! - . . • 

Se podría (¿valdría la pena?) estudiar la clonalidad (o no) de los Le T CDS+ en 

la TBC? 

¿Cómo se encuentran funcionalmente las DC in situ en la TBC? 

¿Qué organelos están implicados en la hipertrofia de las DCs y de los 

queratinocitos? 

. -¡ 
;_¡ l'ü Lürn J 
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Anexo 1 

Tabla 1. Clasificación de la TBC de Beyt (8) 

TBC por inoculación exógena 

Chancro tuberculoso (primoinfección tuberculosa) 

Tuberculosis verrugosa 

Lupus vulgar (algunos casos} 

TBC de origen endógeno 

Por contigüidad: Escrofulodermia 

Por autoinoculación: Tuberculosis orificial 

TBC de origen hematógeno 

Tuberculosis miliar 

Tuberculosis gomosa 

Lupus vulgar 

Tuberculosis eruptivas (tuberculides) 

Micropapulares: liquen escrofulosorum 

Papulares: tuberculides papulonecróticas 

Nodulares: eritema indurado 



Anexo 2 

Tabla 2. Clasificación de TBC (según el modo de infección y estado inmunológico 
3 

Infección exógena 

Infección endógena 

Tuberculosis debida a la vacuna 
BCG 
Tuberculides 

Tuberculosis por inoculación primaria (infección de 
huésped no inmune) 

Tuberculosis verrugosa cutis (infección de huésped 
inmune} 

Lupus vulgar 

Escrofulodermia 

Abscesos tuberculosos metastásicos 

Tuberculosis miliar aguda 

Tuberculosis orificial 

Tuberculides 

Liquen escrofulosorum 

Tuberculides papulonecróticas 

Tuberculides facultativas 

Vasculitis nodular 

Eritema nudoso 

No tuberculides 

Condiciones que no están relacionadas a la 

tuberculosis. 
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Anexo 3 

TÉCNICAS DE LABORATORIO 

OBTENCIÓN DE LOS CORTES DE BIPOSIAS EN PARAFINA. 
En tubos eppendorf estériles se colocó un corte de 4 f' de espesor. Cada uno de los 
bloques fue cortado con una cuchilla individual para evitar contaminación cruzada. 

EXTRACCIÓN DE MUESTRA DE TE.JIDO EMBEBIDO EN PARAFINA. 
Se agregó 1 mi de xileno a cada tubo eppendorf que contenían las biopsias (un corte de 
4Jt), se agitó suavemente en vórtex durante 10 segundos e incubó 10 minutos a 
temperatura ambiente sobre una placa oscilante. Se centrifugó a 14,000 revoluciones 
por minuto (r.p.m.) durante 5 minutos a 4ºC. Se removió cuidadosamente el 
sobrenadante y decantó. Se repitió en dos ocasiones el procedimiento anterior. 
Posteriormente se lavó el botón con 1.0 mi de etanol absoluto, e invirtió el tubo varias 
veces y se centrifugó a 14,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4° C. Eliminamos 
cuidadosamente el sobrenadante. Repetimos el lavado anterior. Se lavó el botón con 1 
rnl de etanol al 75°/o invirtiendo varias veces y se centrifugó nuevamente a 14,000 r.p.m. 
durante 5 minutos a 4° C. Se eliminó el sobrenadante y se secaron las muestras al 
vacio. 

RECONSTITUCIÓN DE LAS MUESTRAS DEL TE.JIDO DESPARAFINADO Y 
EXTACCION DEL DNA. 
Se reconstruyó el tejido en 250 ~" de agua inyectable y se sometió a 70° C durante 30 
minutos en baño Maria, seguido de centrifugación a 14 000 r.p.m. durante 15 minutos y 
eliminación cuidadosa del sobrenadante. 
El botón fue digerido mediante la aplicación de 500 µI del reactivo TRlzol® y se 
tlornoyenizó durante 2 minutos en vórtex (se observó que la muestra de tejido siempre 
fuerél menor o igual al 1 0°/o del volumen del TRlzol®). Posteriormente se incubaron las 
muestras 5 minutos a temperatura ambiente, al término, se les agregó 100 J.-t1 de 
cloroformo y se taparon los tubos herrnóticamente. fueron agitados vigorosamente en 
vórtex durante 1 minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Acto 
seguido. se centrifugaron los tubos cti 14 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4º C y se 
transfirió cu1dadosan1ente la fase acuosa a un tubo limpio. para aislar el RNA. 
Para precipitar el DNA de la fase orgánica se agregaron 150 ~d de etanol absoluto. se 
rnezcló por inversión y se mantuvo a temperatura ambiente durante 3 minutos, después 
se centrifugó él 7 500 r.p.m. du.-ante 10 minutos a 4º C y se removió cuidadosamente la 
fase acuosa (fenal-etanol). 
Se lavó dos veces el botón de DNA con 500 1d de solución de Citrato de Sodio 0.1 M en 
etanol al 10°/o. y se colocaron los tubos en un rotor a 0.3 r.p.m. durante 30 minutos a 4° 
C. posteriormente se centrifugó a 7 500 r.p.m. durante 4° C y se removió el 
sobrenadante en cada lavado. 
Se lavó el botón de DNA con 750 ¡il de alcohol al 75%, y se mantuvo en rotor a 4° C 
durante 20 minutos. seguido de centrifugación a 7 500 r.p.m. durante 5 minutos a 4º e y 
decantación del sobrenadante. 
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Se secó el botón de DNA durante 10 minutos mediante centrifugación al vacío. 
Se disolvió en 50 µI de NaOH 8 mM, y se removió el material insoluble mediante 
centrifugación a 7 500 r.p.m. durante 10 minutos a 4° C. Transferimos a un tubo nuevo 
el sobrenadante que contenía el DNA, el cual se calentó a baño Maria a 55º C durante 
20 minutos. 
Se tomó una alícuota para hacer una dilución 1:100 y leer a 260/280 nm en un 
espectrofotómetro, con la finalidad de determinar la pureza y concentración del DNA de 
las muestras obtenidas. 
El DNA se conservó a -70° C. 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

En la tabla siguiente se muestran los genes amplificados, la localización de dichos 
genes, los iniciadores correspondientes (denominación) y la longitud del producto 
amplificado. 

Longitud 
Gen Iniciador Secuencia dela Ubicación 
amplificado banda en 

pb 

MT1 5'-TCC CTG ACC AGC GAG CTG Presento en 
Antigeno alfa CCG-3' todas las 

MT2 5'-CCC CAG TAC TCC CAG CTG 506 micobacterias 
TGC-3· 

Secuencia de 155 5·-caG AGA CGG TGC GTA AGT Presente en 
1nscrc16n GG-3· micobactcnas 
ISG110 IS6 s·-GAT GGA CCG CCA GGG CTT 948 del complejo M. 

GC-3. tuberculosis 

Especie 

mtp-40 
PT1 s·-cAA CGC GCC GTC GGT GG- 396 

especifico para: 
3· 

PT2 s·-ccc ccc ACG GCA CCG C-3· Mycobacterium 

mtp-40 
tuberculosis 

Fragmento PT3 5·-cAC CAC GTT CGG GAT GCA 
CTGC-3. interno .. 

PT4 ff-CTG ATG GTC TCC GAC ACG 223 

TCG-3" 

pb: pares de bases 
• Este fragmento se amplificó en una segunda PCR (PCR anidada). 

Se trabajó con las siguientes temperaturas: 



1. Para la PCR múltiple: 

ETAPA TEMPERATURA ºC 
TIEMPO No.de 

en CICLOS 
minutos 

Desnaturalización 
inicial 94 5 1 

Desnaturalización 94 1 
Alineación 71 2 35 
Extensión 72 3 

Extensión final 72 10 1 

2. Para la PCR anidada: 

ETAPA TEMPERATURA oc TIEMPO No.de 
en CICLOS 

minutos 
Desnaturalización 
inicial 94 5 1 

Desnaturalización 94 1 
Alineación 75 2 30 
Extensión 72 2 

Extensión final 72 10 1 

El volumen final de cada amplificación fue de 50 µl. Se utilizó Buffer para PCR 1X (sin 
magnesio). MgCI, a 1.5 mM. dNTP 0.2mM (cada uno). mezcla de iniciadores; MPT1-
MPT2 10 prnol (cada uno). IS5-IS6 15 pmol (cada uno). PT1-PT2 y PT3-PT4 20 pmol 
(cada uno): Taq polimerasa 2U (2µ1). H20 estéril cbp 50 µ1, se utilizaron 100 ng de DNA 
en cada reacción. Tanto la extracción de DNA. así como la ejecución de la PCR fue por 
grupos de estudio, con la finalidad de evitar contaminación. En cada una de las corridas 
se utiltzaba un control negativo (san DNA) y un control positivo (ONA de M. tuberculosis 
hominis obtenido de un cultivo, utilizando la misma técnica de extracción de DNA 
señalada anteriormente). 
Los tubos se colocaron en el termociclador (Amplitron 11) con et programa 
correspondiente para cada producto a amplificar. Después de terminar la PCR Jos tubos 
se mantuvieron a 4~C hasta la realización de Ja siguiente PCR. 
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INMUNOHISTOQUÍMICA (Tejido en parafina) 
Las laminillas que contenían los tejidos estaban previamente cubiertas con silano y se 
utilizaron cortes entre 3 y 4 p de diámetro. 
Se desparafinó a 60C>C toda la noche. Para desparafinar e hidratar se utilizaron 2 baños 
de xilol durante 7 minutos, un baño de alcohol-xilol por 5 minutos, dos baños de alcohol 
absoluto de 1 minuto, y un baño de agua destilada. 
Se utilizó recuperador antigénico Citraplus 1X (Biogenics®) 1:10 en agua desionizada, 
las laminillas se sometieron a baño Maria con dicho recuperador durante 30 minutos y 
20 minutos fuera del baño. se lavó con agua destilada. En el caso de anticuerpos para 
hnfocítos se utilizó como recuperador EDTA a pH 9 en olla de presión para horno de 
microondas a 120ªC, aproximadamente a 1 O - 12 atmósferas durante 6 minutos. 
Para bloquear la peroxidasa endógena se utilizó agua oxigenada 30°/o 1 :5 durante 7 
minutos. lavado con Buffer (PBS con Tween ) para bloquear uniones 1nespecificas se 
utilizó un suero bloqueador (BiogenicS<8.:) durante 5 a 10 minutos, se retiraba el exceso y 
se aplicaba el primer anticuerpo con la dilución correspondiente (ver tabla) entre 1 O y 20 
minutos ri 37ºC. seguido de lavado con buffer. se colocnha el segundo anticuerpo 
(conjugado a biotina para unirse a streptavidina-peroxidasa -HPR-) por 10 minutos a 
37"C. Lavado con Buffer. colocación de con1ugado estreptavídina-peroxidasa por 10 
minutos a 37"C, lavado con Buffer. colocación de sustrato + cromógeno (azul-gris para 
peroxidasa, o an1ino etil carbazol -AEC-) durante 1 a 20 minutos (según el anticuerpo 
primario). La reacción se detuvo con agua destilada. La contratinción se realizó con 
verde brillante al 30°/o dilución 1 :25 para las marcas azules. y con hematoxilina de 
Meyer para marcas rojas. 

Prec1p1tado colando 
(marrón, rojo o azül) 

~ 
~tp-~--. 

---. Enzima 

Figura 27. lnmu~ohistoquímica. Esquema que 
representa la reacción inmunohistoquim1ca. El circulo 
en la laminilla corresponde al antigeno en el tejido, al 
que se Je une un anticuerpo específico, y a éste un 
segundo anticuerpo, el resto representa la reacción 
enzimática que produce el precipitado coloreado e 
insoluble. 
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