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1. Abreviaturas  
 
 
Ag: Antígeno 

Ag85: Complejo antigénico 85 

BCG: Bacilo de Calmette-Guérin 

CFP: Proteínas filtradas del cultivo  

CGMs: Células gigantes multinucleadas 

HE: Hematoxilina-Eosina  

IFN-γ: Interferon gamma 

IL: Interleucina 

K.O: knock out 

LAM: Lipoarabinomanana 

ManLAM: Lipoarabinomanana con residuos de manosa 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de  granulocitos y macrófagos  

NK: Natural killer 

NOS: Oxido nítrico sintasa 

PBS: Solución amortiguadora de fosfatos 

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica 

PI: Fosfatidil inositol 

RM: Receptor de manosa 

SDS: Dudecil sulfato de sodio 

Sig E: Factor de transcripción sigma E 

TB: Tuberculosis 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante  beta  

TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
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2. Resumen   
 
 
El genero Mycobacterium engloba a un grupo muy diverso de bacterias que van 

desde  especies no patógenas, hasta los agentes causales de distintas enfermedades 

de importancia médica, como lo son la lepra, la ulcera buruli y la tuberculosis (TB). 

La TB es una enfermedad causada por el bacilo de Mycobacterium tuberculosis,  se 

estima que aproximadamente un tercio de la población mundial está infectada, por lo 

que diversos estudios se han enfocado en la búsqueda de una vacuna que provea de 

una protección mayor que la actual vacuna BCG de Mycobacterium bovis. En este 

respecto se han diseñado vacunas de, ADN, de subunidades, y de cepas atenuadas 

en las que se han evaluado diversas cepas mutantes de micobacterias como posibles 

vacunas contra la TB. Un rasgo distintivo de la TB es una inflamación crónica con 

presencia de granulomas y células gigantes multinucleadas (CGMs) en los tejidos 

infectados del hospedero. En el presente trabajo se evaluó la capacidad de 

generación de granulomas y de CGMs en un modelo murino, a causa de 2 cepas de 

referencia y 4 cepas mutantes de micobacteria muertas, las cuales fueron inoculadas 

en los cojinetes plantares de ratones BALB/c. 

Se analizó la inflamación y la histopatología en el sitio de inoculación a los veintiún 

días postinoculación. Los resultados mostraron tres cepas capaces de generar una 

respuesta granulomatosa con CGMs. La cepa H37Rv de M. tuberculosis,  BCG de M. 

bovis y la mutante 4 que pertenece a M. smegmatis generaron una respuesta 

inflamatoria granulamatosa con CGMs. La diferencia en las  áreas de los granulomas 

entre las cepas no alcanzó una significancia estadística. En el caso de las mutantes 

que no generaron granulomas ni CGMs, se sabe que carecen de ciertas moléculas de 

la envoltura celular que se relacionan con la modulación del sistema inmune del 

hospedero.  

 

Palabras clave: Células gigantes multinucledas, Granulomas, Mycobacterium 

tuberculosis,  micobacterias mutantes. 
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3. Introducción  
 
 
Las enfermedades ocasionadas por micobacterias son de gran relevancia en la 

patología infecciosa humana, incluyendo la lepra y  la TB (Schlossberg, 1999, OMS 

2012). 

En el caso de la TB, es una enfermedad infecciosa crónica, causada por M. 

tuberculosis, la cual produce en el hospedero una respuesta inflamatoria  

característica de tipo granulomatosa con presencia de CGMs (Flynn, y, Chan, 2001, 

Hernández et al., 2004).  

El granuloma se define como una reacción inflamatoria local, crónica 

predominantemente mononuclear, provocada por irritantes poco biodegradables 

(Hernández et al., 2000). En el caso de la TB el granuloma se forma en respuesta a 

los antígenos micobacterianos, que activan linfocitos T, induciendo su división y 

maduración  para producir células T colaboradoras que secretan citocinas, como el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y el  interferon gamma (IFN-γ), que son 

responsables del reclutamiento de células inflamatorias como macrófagos, 

neutrófilos, células asesinas naturales (NK) y más linfocitos T al sitio de infección. 

De esta forma se activa la respuesta celular,  llevando a la formación del granuloma. 

(González et al., 2002).  

Existen otros procesos de generación de granulomas que frecuentemente implican 

una reacción frente a algunos tipos de materiales persistentes, como material de 

sutura, talco  y sílice entre otros, o bien frente a infecciones las cuales involucran  a 

algunos hongos. Además de que se ha reportado la participación de micobacterias 

en la formación este tipo de inflamación. (Stevens et al., 2003, Aguilar et al., 2006). 

De este modo y de acuerdo con la naturaleza de los agentes causales, los 

granulomas se dividen en dos tipos: granulomas inmunes y granulomas no inmunes 

(Hernández et al., 2000, Lattante 2012). 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

3.1 Granulomas inmunes 
 

Se desarrollan en respuesta a agentes infecciosos de vida intracelular, y en  

algunas respuestas autoinmunes. Se producen como consecuencia del desarrollo 

de una respuesta inmune adaptativa, en la que participa la inmunidad celular con 

activación de linfocitos TCD4+ Th1 (hipersensibilidad retardada o tipo IV).  

Algunos agentes etiológicos que pueden producir granulomas inmunes son: las 

micobacterias, clamidias, Salmonella typhi, Yersinia enterocolítica, Pasteurella 

tularensis, Bartonella, brucelosis, micosis profundas (histoplasmosis, 

paracoccidioidomicosis), algunos parásitos tales como esquistosoma, toxoplasma y 

toxocara, así como también frente a algunas respuestas autoinmunes (Lattante 

2012).  

La  reacción granulomatosa en la TB es uno de los ejemplos más representativos 

de este tipo de trastornos inmunes (Hernández et al., 2004). Así mismo se sabe que 

dentro de estos granulomas diversas citocinas son expresadas, y su expresión está 

relacionada con el tiempo transcurrido postinfección. Por ejemplo, el IFN-γ y el TNF-

α son expresados en los primeros días posteriores a la infección, y están implicados 

en la migración celular, y en la formación de granulomas (Mustafa et al., 2007, 

Hernández et al., 2000). Por su lado la IL-10 y el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β) son expresados en estadios tardíos (del día 45 al 65), y 

están asociados con la supresión de la respuesta inflamatoria antimicobacteriana, 

por lo que evitan una respuesta inmune excesiva  limitando la destrucción del tejido 

(Mustafa et al., 2007). 

 

A pesar de que  la función de los granulomas no está totalmente aclarada, se 

considera que son un intento de contención en un área localizada, y de esta manera 

evitar que los bacilos se diseminen a los tejidos que los rodean  y a otros órganos  

(Hernández et al., 2004). No obstante en algunos modelos animales se ha 

observado que los granulomas contribuyen al crecimiento temprano de las bacterias 

(Davis, Ramakrishnan, 2009). 

 

Finalmente, de acuerdo a la organización de los granulomas, se han identificado 

dos tipos. El granuloma tipo tuberculoide, el cual está organizado en lesiones 

nodulares de células epitelioides y CGMs en el centro de la lesión, rodeadas por 
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tejido conectivo fibroso. Los agregados de linfocitos están presentes alrededor de la 

vasculatura y a lo largo de la periferia del granuloma. En estos casos generalmente 

el número de bacilos es bajo. En contraste el granuloma tipo lepromatoso tiene una 

organización laxa con un gran número de macrófagos rodeados de bacilos 

entremezclados con infiltraciones desorganizadas de linfocitos (Lei et al., 2008). De 

este modo la morfología de los granulomas es importante ya que, el tipo 

tuberculoide puede estar asociado con el control de la replicación del patógeno, 

mientras que el tipo lepromatoso está asociado con una extensiva proliferación del 

patógeno y una progresión de la enfermedad (Lei et al., 2008). 

 

3.2 Granulomas no inmunes 
 

Los granulomas no inmunes o por cuerpo extraño, son provocados en respuesta a 

algún material poco o no biodegradable (Hernández et al., 2000), en donde se 

tiende a delimitar el cuerpo extraño y, si es posible, eliminarlo. Particularmente en 

este caso los mecanismos de  la inflamación son menos claros que en los 

granulomas inmunes, sin embargo ciertos materiales, como la sílice pueden activar 

indirectamente a los macrófagos para liberar mediadores capaces de inducir una 

reacción inflamatoria y fibrosis (Stevens et al., 2003). Un ejemplo de inflamación 

granulomatosa no inmune o de reacción a cuerpo extraño, es la respuesta al 

material de sutura, en donde se observa un acumulo más o menos denso de 

histiocitos y de CGMs que se disponen en la periferia del cuerpo extraño y éste o 

parte del mismo puede observarse como restos fagocitados en el interior de los 

citoplasmas de las células (Fig. 2) (Stevens et al., 2003). 

En algunas enfermedades como la enfermedad de Crohn y la sarcoidosis, aparecen 

lesiones granulomatosas de etiología desconocida, por lo que no puede 

diferenciarse  si el mecanismo es de tipo inmune o no inmune (Stevens et al., 2003). 

Se  ha reportado que las poblaciones celulares de los granulomas difieren con 

respecto a varios parámetros, como el agente causal, el material,  y más 

recientemente es de tomar en consideración el tiempo de la lesión granulomatosa y  

algunos factores metabólicos (Hernández et al., 2000, Lezama, 2006).  
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3.3  Células gigantes multinucleadas 
 

En la dinámica de la inflamación granulomatosa los macrófagos pueden 

diferenciarse a células epitelioides o a CGMs de Langhans, estas últimas se definen 

morfológicamente como células que contienen varios núcleos, y abundante 

citoplasma, y que parecen ser el resultado de la fusión y división de componentes 

del linaje mielomonocítico, lo que puede iniciar cuando estas células son sobre 

estimuladas, o bien cuando ocurre un proceso de diferenciación terminal 

(Hernández et al., 2000). Existen dos teorías que tratan de explicar su origen. La 

primera establece que son producto de la fusión celular de monocitos y/o 

macrófagos, lo cual representa un sincicio. Dicha fusión puede ser mediada por 

diferentes mecanismos, particularmente citocinas como el interferón gamma (IFN-ɣ), 

interleucinas (IL) 1 ,3 ,4, 6 y 13; el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-

CSF), y tocoferol-α. Asimismo en este proceso, participan otros factores como 

calcio, integrinas y, factores de señalización (Hernández et al., 2000, McNally, 

Anderson, 2011). A través de la fusión los macrófagos parecen potenciar su 

capacidad fagocítica y de producción de citocinas que mantienen respuestas 

inflamatorias por periodos prolongados (Abbas et al., 2008).   

La segunda teoría de formación de CGMs, establece que resultan de la división 

sucesiva de núcleos sin división del citoplasma. Si bien aún no está completamente 

aclarada la formación de estas células, se supone que son producto de la fusión de 

muchas células de tipo histiocitaria, más que la división de núcleos sin la separación 

de citoplasma. 

La identificación histológica de las CGMs se realiza en base a las características 

físicas, y usualmente no es necesario utilizar marcadores de superficie, no obstante 

algunos autores reportan una tinción positiva con anticuerpos anti-CD68.  CD68 es 

una glucoproteína que en realidad se encuentra presente en el linaje 

mielomonocítico, especialmente en macrófagos (Dittmar, Zanker., 2011), y desde 

luego si las CGMs derivan de esta población celular no es raro encontrar dichos 

resultados. 

En relación a los granulomas, los dos tipos de CGMs más frecuentemente 

encontradas dentro de los granulomas inmunes y no inmunes son las CGMs de 

Langhans y las CGMs de reacción a cuerpo extraño respectivamente (Stevens et 

al., 2003). 
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Las GCMs de Langhans son encontradas en los granulomas inmunes, y en ellas los 

núcleos se disponen en la periferia de un polo y en forma de herradura (Fig. 1 

izquierda y Fig. 2A), los núcleos son pequeños, de cromatina homogénea, 

citoplasma homogéneo, eosinófilo y pálido (Stevens et al., 2003). 

En las CGMs de reacción a cuerpo extraño los núcleos se disponen irregularmente, 

suelen ser vesiculosos y presentar un nucléolo notorio, el citoplasma con frecuencia 

es ligeramente basófilo. Estas células suelen verse en relación con partículas 

extrañas y signos evidentes de fagocitosis (Fig. 1 derecha y Fig. 2B). (Inflamación 

granulomatosa, PUC, 2011). 

 

Fig. 1 Célula gigante multinucleada de Langhans (izquierda).  Célula gigante multinucleada de 

reacción a cuerpo extraño (derecha). (Tomada de: Inflamación granulomatosa, PUC, 2011). 

 

 

Fig. 2 Células gigantes multinucleadas de Langhans en  tuberculosis renal humana (A). Células 

gigantes multinucleadas de reacción a cuerpo extraño por material de sutura (B). (Tomada de: 

Departamento de medicina familiar UNAM, y Departamento de Patología UFRO respectivamente sf.).  

Se ha sugerido que en la TB, las células epitelioides y las CGMs de Langhans 

tienen funciones diferentes, de esta forma los células epitelioides parecen tener 

funciones microbicidas más eficaces, por presentar menor carga antigénica cuando 

están infectados, sin embargo cuando maduran a CGMs la expresión de TGF-β 

aumenta lo cual puede llevar a una capacidad antimicrobiana reducida, lo anterior 
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se atribuye a la interacción entre el hospedero y M. tuberculosis el cual evade la 

muerte por apoptosis de las células del hospedero con el fin de conservar su nicho 

de vida   (Mustafa et al., 2007 y 2008, García, 2012).  

 

3.4 Genero Mycobacterium 

  

El género Mycobacterium comprende un grupo de microorganismos muy diverso, de 

amplia distribución en la naturaleza. Poseen una envoltura celular muy gruesa, e 

hidrofóbica, constituida por cápsula, pared celular y membrana plasmática, que 

expresan diversas moléculas, y, especialmente  su membrana es muy rica en 

ácidos micólicos. Además las características estructurales de su envoltura les 

proporcionan resistencia a agentes microbicidas, fármacos y a la destrucción por 

calor (Gorocica et al., 2005). 

Las micobacterias tienen forma de bacilos o cocos, son aerobias, algunas son  

Gram-positivas mientras que otras son Gram-negativas (García 2012). Algunas 

formas de vida son patógenos intracelulares obligados tales como las causantes de 

tuberculosis y lepra, o de vida libre como las micobacterias  no tuberculosas (MNT) 

o atípicas (Schlossberg 1999). 

La clasificación de las micobacterias es:  

Dominio: Bacteria 

Filo: Actinobacteria 

Orden: Actinomycetales 

Suborden: Corynebacterineae 

Familia: Mycobacteriaceae 

Género: Mycobacterium 

 

Debido a su diversidad las micobacterias han sido incluidas en varios complejos, los 

más importantes son el complejo de M. tuberculosis que consiste en cuatro 

especies, las cuales son capaces de causar tuberculosis en el hombre estas son: M. 

tuberculosis. M. bovis, M. africanum y M. necrotti y, el complejo M. leprae. Las 

micobacterias distintas al complejo de M. tuberculosis y al complejo M. leprae no 

provocan infecciones contagiosas en el hombre, por lo cual se denominan 

http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrof%C3%B3bico
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usualmente MNT, también llamadas atípicas, anónimas, no clasificadas, 

oportunistas o micobacterias distintas al complejo M. tuberculosis. Algunas de estas 

especies son potencialmente patógenas para el hombre, otras son saprofitas y en 

otras su papel patógeno en humanos no es muy claro (Schlossberg, 1999, González  

et al., 2002). 

Las MNT se encuentran ampliamente distribuidas en el suelo, agua, polvo, leche, 

excrementos de aves, animales domésticos, plantas, etc. Algunas especies pueden 

tener  alta posibilidad de ser patógenas para el hombre (González  et al., 2002). 

En este contexto cabe señalar que si bien hay diferencias entre especies y cepas, 

las micobacterias comparten algunos componentes estructurales. La mayor parte de 

estos componentes son de naturaleza sacarídica y son reconocidos por diversos 

receptores de macrófagos y otros tipos celulares, como los linfocitos T. Ciertos  

componentes estructurales de las micobacterias también son responsables de los 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune del hospedero, pues son capaces 

de inhibir o interferir con los mecanismos microbicidas del macrófago infectado 

(Gorocica et al., 2005).  

Algunos de los componentes de virulencia en las micobacterias encontrados en su 

membrana, son las moléculas de lipoarabinomanana (LAM) que tienen un papel 

fundamental en la patogénesis de la tuberculosis. Así por ejemplo, la LAM con 

residuos de manosa (Man-LAM), está asociada a especies y cepas patógenas y a 

su sobrevida (Molina, 2010). Por otro lado, la LAM con una molécula de fosfatidil 

inositol (PI) y una arabinosa, (AraLAM o PIMLAM), está asociada principalmente a 

especies y cepas no patógenas, con crecimiento rápido en cultivo. Compuestos 

glicosilados que tienen un alto contenido de manosa, glucosa y galactosa, permiten  

una interacción con diversos receptores fagocíticos tipo lectina en el macrófago 

(Gorocica et al., 2005, García., 2012). 

 

El factor cuerda (trehalosa 6,6-dimicolato) se encuentra en la capa periférica de la 

envoltura. Es abundante en todas las micobacterias patógenas. Se le ha 

considerado inmunogénico. Además su naturaleza química favorece la inflamación 

crónica y ocasiona la formación de granulomas en el pulmón, asimismo se ha 

asociado a la inhibición de la fusión de los lisosomas con los fagosomas en los 
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macrófagos infectados, fenómeno que se considera clave para la supervivencia de 

M. tuberculosis en estas células (Gorocica et al.,2005). 

El Ftiocerol dimicocerato (DIM). Es una molécula característica de las cepas 

patógenas y forma una barrera que impide la permeabilidad de la envoltura de las 

micobacterias (Gorocica et al.,2005). 

En el marco de la protección frente a la TB y debido a la ineficacia de una 

protección completa por parte de la vacuna de bacilo Calmette-Guérin (BCG), 

diversas cepas mutantes de micobacterias, se han evaluado como candidatas  a 

cepas vacunales que brinden una mayor protección frente a esta enfermedad, la 

mayoría de estas son micobacterias mutantes que carecen de genes relacionados 

con su virulencia y patogenicidad (Asociación Española de Vacunología 2007, 

Mendoza 2009). Además de los cambios en la virulencia de las micobacterias, las 

mutaciones en las cepas estudiadas dan lugar a una expresión diferente en sus 

componentes de superficie,  modificando la activación celular al interactuar de 

manera distinta con monocitos y macrófagos.  

 

 

4. Objetivos 
 

4.1.1 Estudiar si distintas cepas de micobacteria muertas, de las especies 

M. tuberculosis, y M. smegmatis con diferentes mutaciones en componentes 

de virulencia y la cepa vacunal de M. bovis, BCG, inducen la formación de 

granulomas y de CGMs en los cojinetes plantares de ratones BALB/c.  

4.1.2 Evaluar si existen diferencias morfológicas (tamaño) en los 

granulomas que se produzcan, al inocular vía subcutánea diferentes tipos 

de micobacterias en los cojinetes plantares de ratones BALB/c.   
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5. Hipótesis  
 

Las micobacterias patógenas y no patógenas, así como algunas cepas que 

presentan una mutación en los genes relacionados con la virulencia tienen 

capacidad diferente para inducir la formación de granulomas y CGMs, ya que  

exponen diferentes componentes de superficie, por lo que su interacción con 

células inflamatorias es distinta.  Por tanto, la reacción inflamatoria granulomatosa 

al usar un modelo experimental usando micobacterias mutantes estará 

relacionada directamente con la expresión de los genes mutados. 

 

6. Justificación 
 

Una vez que ocurre el contacto del hospedero con M. tuberculosis se establece 

una compleja interacción entre el hospedero y este microorganismo. La respuesta 

inmune y el desarrollo de un proceso inflamatorio una de cuyas características 

más relevantes es la formación de granulomas y CGMs, tienen como meta la 

compartamentalización del agente infeccioso. El avance en la caracterización de 

la habilidad de M. tuberculosis para causar enfermedad, y la posibilidad de 

generar distintas cepas mutantes que tienen diferente grado de patogenicidad, ha 

permitido conocer que su inmunogenecidad, y virulencia entre otros factores, 

tienen un papel relevante en el desarrollo de la infección.  

Por otra parte, recientemente se han establecido modelos experimentales en 

murinos, que permiten evaluar los mecanismos de generación de la reacción 

granulomatosa, incluyendo las reacciones secundarias a M. tuberculosis. 

Debido a que hay muy pocos estudios en los que se evalúen si distintas 

micobacterias tienen la capacidad de inducir el proceso inflamatorio como una 

reacción local, se decidió determinar si algunas cepas mutantes de micobacterias 

muertas, en las que disminuye la expresión de factores de virulencia favorecen la 

generación de granulomas y de CGMs en el cojinete plantar de ratones. 
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7. Material y métodos  
 

7.1 Diseño experimental  
 

Se tuvieron dos grupos de ratones BALB/c, uno control y el otro experimental. 

Dichos grupos  fueron sacrificados a los 21 días posteriores a la inoculación. En 

la figura 3 se muestra el esquema del diseño experimental que constó de tres 

fases. 

 

 

  

 

Fig. 3 Primera fase del diseño experimental (A).Obtención y tratamiento de las 

micobacterias. 
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Fig. 3 Segunda fase sensibilizaciones, e inoculación de las micobacterias en los 

cojinetes plantares (B), y  tercera fase del diseño experimental, obtención de los tejidos y 

análisis (C).  
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7.1.1 Grupos control  
 

Se ocuparon tres grupos control de tres ratones cada uno, esto con el objeto de 

tener parámetros de referencia y comparación con los grupos experimentales de 

ratones. 

 

 Al grupo control 1, no se le aplicó tratamiento alguno, se le tomó muestras de 

tejido del cojinete plantar para comparar las reacciones provocadas con los 

otros tratamientos, y fue sacrificado al mismo tiempo que todos los grupos de 

ratones.  

 

 Al grupo control 2. Se le inoculó micropartículas de nitrocelulosa en los 

cojinetes plantares  para evaluar la reacción inflamatoria.  

 

 Al grupo control 3. Se le inoculó 20mg del filtrado de proteínas del cultivo 

(CFP) de la cepa H37Rv de M. tuberculosis adsorbido en partículas de 

nitrocelulosa. Este grupo sirvió como control positivo, pues se tiene reportado 

que genera granulomas y CGMs en el modelo murino (Hernández et al., 

2000).  

 

7.1.2 Grupos experimentales  
 

Se trabajaron seis grupos experimentales de tres ratones cada uno. A cada grupo  

se le inoculó en el cojinete plantar de ambas patas traseras  250,000 micobacterias 

adsorbidas en partículas de nitrocelulosa. 

 

 Grupo experimental 1. Se inocularon  micobacterias de la cepa 1 de M. 

tuberculosis,  la cual es mutante para el gen pho. Lo anterior  para inducir la 

formación de granulomas y de CGMs y posteriormente se evaluó la 

histopatología de la inflamación. 
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 Grupo experimental 2. Se inocularon micobacterias de la cepa 2 de M. 

tuberculosis, la cual es mutante para el gen fadD26. Lo anterior  para inducir 

la formación de granulomas y de CGMs y posteriormente se evaluó la 

histopatología de la inflamación. 

 

 Grupo experimental 3. Se inocularon bacterias de la cepa 3 de M. 

tuberculosis, que carece de la expresión del factor de transcripción sigma E 

(sig E). Lo anterior  para inducir la formación de granulomas y de CGMs y 

posteriormente se evaluó la histopatología de la inflamación. 

 

 Grupo experimental 4. Se inocularon bacterias de la cepa mutante 4 de M. 

smegmatis. Esto para inducir la formación de granulomas y de CGMs,  y 

posteriormente se evaluó la histopatología de la inflamación. 

 

 Grupo experimental 5. Se inocularon bacterias de la cepa H37Rv de M. 

tuberculosis. Lo anterior para inducir la formación de granulomas y de CGMs, 

y posteriormente se evaluó la histopatología de la inflamación. 

 

 Grupo experimental 6. Se inocularon bacterias de la cepa BCG de M. bovis. 

Lo anterior  para inducir la formación de granulomas y de CGMs y 

posteriormente se evaluó la histopatología de la inflamación. 

  

7.2 Características de los organismos utilizados  
 

7.2.1 Animales  
 

Se utilizaron  27 ratones Mus. musculus cepa BALB/c de seis  semanas de edad 

con peso aproximado de 20g, divididos en nueve grupos que se mantuvieron en 

condiciones convencionales de bioterio y alimentación ad libitum del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER), de acuerdo 

a los lineamientos para el uso de animales de laboratorio de la Ley general de Salud 

de México  y la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio para el 

Distrito Federal.  
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7.2.2 Bacterias 
 

En este estudio se trabajó con cepas de micobacterias de M.tuberculosis, M. 

smegmatis y de M. bovis, las cuales fueron cultivadas, cosechadas y muertas bajo 

condiciones de bioseguridad IIb en el laboratorio de patología experimental del 

Instituto Nacional de Nutrición y Ciencias Medicas Salvador Zubirán (INNSZ). Una 

vez muertas las micobacterias fueron congeladas y llevadas al laboratorio de 

autoinmunidad del INER, lugar donde se trabajaron.  

A continuación se describen las principales características de las cepas de las 

micobacterias utilizadas en este trabajo:  

 

Mutante 1 

Es una cepa mutante de M. tuberculosis la cual se construyó por una disrupción en 

el gen RvO757 (phoP), gen que está involucrado en la regulación de un complejo de 

lípidos micobacterianos implicados en la virulencia de M. tuberculosis, entre ellos 

lípidos complejos, que serían la base de su gran atenuación. Además la alteración 

del gen phoP acarrea una disminución de lipoarabinomananas manosiladas que 

juegan un papel clave en la sobrevida de las micobacterias dentro de los 

macrófagos (Molina, 2010).  

Recientemente se ha mostrado que esta cepa esta mas atenuada que M. bovis 

BCG y que confiere una inmunidad de protección equivalente frente a M. 

tuberculosis (Aguilar et al., 2007, Hernández et al., 2010).  

 

Mutante 2 

La cepa mutante 2 proviene de Ia cepa parental MT103, el cual es un aislamiento 

clínico de M. tuberculosis, sin embargo esta cepa tiene inactivado el gen Rv2930 

(fadD26) (Martín et al., 2007, Molina 2010). El gen Rv2930 está involucrado en la 

biosíntesis de DIM, molécula característica de las cepas patógenas y forma una 

barrera que impide la permeabilidad de la envoltura de las micobacterias (Gorocica 

et al., 2005). De este modo en esta cepa se manifestan anormalidades en la síntesis 

de la acil-CoA sintetasa, ftiocerol y fenol-ftiocerol, moléculas importantes para la 

sobrevivencia de la micobacteria dentro del macrófago (Molina, 2010). 
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Mutante 3 

Es una cepa mutante de la especie M. tuberculosis, que carece de la expresión del 

factor de transcripción sigma E (sigE) el cual está involucrado en inducir la 

expresión de varios genes en condiciones de estrés ambiental en procariontes, por 

ejemplo, frente a dodecil sulfato de sodio (SDS), polimixina, vancomicina, y choque 

térmico, así como en la biosíntesis de acido micólico y en la degradación de ácidos 

grasos, por lo que es responsable del control de la estabilidad de la superficie y su 

composición seguida de condiciones ambientales desfavorables (Hernández et al., 

2010). Así mismo se ha mostrado que sigE está profundamente involucrado en la 

virulencia, y que los genes que regula tienen que ver con la modulación de la 

respuesta inmune del hospedero (Hernández et al., 2010). 

 

Mutante 4 

Es una cepa mutante de la especie no patógena M. smegmatis. No se le ha 

relacionado con alguna infección en particular pero es capaz causar  ligeras 

lesiones en tejido, así como enfermedad en animales inmunosuprimidos (González 

et al., 2002). Las mutaciones de esta cepa le confieren un fenotipo eficiente a la  

transformación por plásmidos (Ept) (Snapper et al., 1990), y se ha reportado que 

carece de glucolípidos polares especialmente lipooligosacaridos. Además de que 

difiere de su cepa parental en la distribución de varios tipos de glucolípidos y 

fosfolípidos entre las capas externas y internas de su envoltura celular (Etienne et 

al., 2005).   

 

H37Rv 

Es una cepa virulenta de la especie M. tuberculosis, que presenta en su membrana 

celular ManLAM, utiliza el receptor de manosa (RM) junto con los receptores de 

complemento CR1, CR3 y CR4 para internalizarse en el macrófago a diferencia de 

las cepas no virulentas como la H37Ra que presentan AraLAM, y usan solamente el 

RM. El uso simultáneo de ambos receptores confiere ventajas a la bacteria, pues no 

se activa la enzima NADPH oxidasa por lo que no se produce el estallido 

respiratorio. Además, la entrada de la micobacteria evita que se activen las señales 

que dan origen a la maduración fagosoma. Esto es una estrategia que permite al 

microorganismo vivir en el interior del macrófago (Gorocica et al.,2005).  
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Presenta diversas moléculas  que le confieren virulencia  e inmunogenicidad, como 

las proteínas OmpA, HBHA, MTP40, el complejo antigénico 85 (Ag85),  el factor 

cuerda y compuestos de acido micólico, estos últimos  se han relacionado con la 

presencia de macrófagos espumosos durante la infección con TB (Gorocica et 

al.,2005). 

 

BCG 

Es una cepa atenuada derivada de M. bovis, denominada bacilo de Calmette-Guérin 

(BCG).  Es Ia actual vacuna en uso contra Ia TB, que tras subcultivarse en el 

laboratorio perdió su virulencia y hoy se sabe que tiene más de cien de genes 

delecionados. Uno de ellos es el gen estructural ESAT-6,  por lo que  los animales 

vacunados con esta cepa secretan una cantidad insignificante de IFN-γ después de 

la estimulación con este antígeno (Hernández et al., 2010). 

 

7.3 Cultivo y obtención de las cepas H37Rv, BCG, mutantes 1, 2 y 3 
de M. tuberculosis y mutante 4 de M. smegmatis 

 

Las cepas de micobacterias fueron cultivadas en medio Middlebrook 7h9 Broth (BD 

USA, DIFCO), el cual fue preparado usando 4.7g de polvo del preparado comercial 

en 900mL de agua destilada, adicionando a continuación 5mL de glicerol. En 

seguida, se esterilizó en la autoclave a 121°C por 15 minutos, y se dejó enfriar en 

baño maría a 40°C.  

En una campana de bioseguridad nivel IIb limpia y esterilizada mediante radiación 

de luz U.V, por diez minutos; se procedió a adicionar 100mL del medio de 

enriquecimiento ADC (glucosa, albúmina, y catalasa, Middelbrook, BD), por cada 

900mL de medio. Se homogenizó y vertió en botellas de cultivo 75 cm2 de 

poliestireno con cuello angulado y tapa con filtro (T275, Corning, 75cm2). Estas 

botellas se colocaron en la incubadora con 5% de CO2 a 37°C por tres días para 

realizar la prueba de esterilidad. Después de que se constató lo anterior, y bajo 

condiciones de bioseguridad, se tomaron con un asa bacteriológica 20µL del 

crecimiento micobacteriano a partir de su fuente original (medio Lowestein-Jensen) 

y se colocaron en botellas con el medio Middlebrook 7h9 Broth. Posteriormente 

estas botellas se trasladaron una incubadora de CO2.  
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Transcurridos 2 meses cada una de las cepas de micobacterias fue cosechada, y 

colectada en un tubo cónico de 50 mL (Falcon, BD) estéril. A continuación, cada 

preparado fue centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, y después de desechar el 

sobrenadante se resuspendió el botón bacteriano en 5mL de PBS (solución 

amortiguadora de fosfatos) conteniendo Tween 80 al 0.05%. Se le adicionaron 5mL 

de perlas de vidrio estériles de 3mm de diámetro y se agitó en el vortex de la 

siguiente manera: un minuto de agitación y un minuto de descanso (diez veces), 

posteriormente se centrifugo a 2500 rpm y después se agitó de la manera antes 

descrita pero esta vez quince veces, centrifugando finalmente a 1500 rpm por 10 

minutos. Se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo y se lavo tres veces con 

PBS 1X. 

La cuenta bacteriana se realizó utilizando diacetato de floresceina (DAF, Sigma Co. 

USA). Para esto, se preparó una solución concentrada, disolviendo 5mg de DAF en 

1mL de acetona fría a -20⁰C. De esta manera se preparó la solución de trabajo 

tomando 12.5µL de la solución concentrada y diluyendo en 1mL de PBS. Con esta 

solución se realizó una dilución 1:100 con la bacteria (1µL de muestra H37Rv, 49µL 

de la solución de trabajo y 50µL de PBS) y éste preparado se incubó durante 20 

min. protegido de la luz. Pasado este tiempo, se colocó la muestra en una cámara 

de Newbauer, y se realizó la cuenta en un microscopio de fluorescencia. Se 

consideraron bacterias vivas a aquellas que presentaron fluorescencia positiva. 

Para obtener el número total de bacterias se utilizó la siguiente fórmula: 

 

Número de bacterias/mL= (Número de bacterias contadas/ Número de cuadrantes 

contados) X dilución X 104 

 

Las bacterias se ajustaron a una concentración de 1,000,000 micobacterias en 1000 

L de PBS 1x en criotubos, y con este volumen se prepararon los stocks 

correspondientes.  
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7.4 Obtención de las proteínas filtradas del cultivo  
 

Para  el tratamiento del grupo control 3 se utilizaron las proteínas filtradas del cultivo 

(CFP). Las CFP se obtuvieron de la siguiente manera. Después de 5-6 semanas de 

cultivo de la cepa H37Rv, el medio de cultivo fue filtrado para eliminar a los bacilos, 

y las proteínas filtradas del cultivo fueron precipitadas con (NH4)2SO4. 

Posteriormente se agregó floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma Chemical Co) 

como inhibidor enzimático, antes de dializar este filtrado. 

 

7.5 Inactivación de micobacterias  
 

Las micobacterias fueron inactivadas usando el método de choque térmico, el cual 

consistió en sumergir un vial con 1,000,000 de micobacterias, 5 minutos en 

nitrógeno liquido y posteriormente 5 minutos en baño maría (37°C), proceso que se 

realizó 10 veces durante cuatro días, al termino del proceso de inactivación se hizo 

una prueba de viabilidad cultivando una alícuota de cada cepa para asegurarse de 

que ya no se contaba con bacterias vivas. En cada cultivo no hubo crecimiento. 

 

7.6  Adsorción de micobacterias en membrana de nitrocelulosa y 
obtención de micropartículas 

 

Se ocuparon macropartículas de nitrocelulosa como un vehículo de las 

micobacterias. De esta forma las micobacterias fueron adsorbidas de la siguiente 

manera. En un vial de 1000µL se introdujo un fragmento de 5 mm de membrana de 

nitrocelulosa y se le adicionaron 250,000 micobacterias totales suspendidas en PBS 

1x, lo cual fue incubado con agitación constante por 24 h. Posteriormente se 

sustrajeron los fragmentos de nitrocelulosa del vial y se dejaron secar por dos días. 

Este proceso que se realizó con cada cepa incluida en este trabajo.  

Una vez que se obtuvo la micobacteria adsorbida, la nitrocelulosa fue convertida a 

micropartículas usando un mortero de porcelana en el cual se colocó cada uno de 

los fragmentos de 5 mm de la membrana y fue cubierto con nitrógeno líquido, una 

vez que el nitrógeno líquido se evaporó, se procedió a macerar el preparado hasta 

triturarlo en micropartículas. Este procedimiento también se aplico con el CFP.  
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7.7  Modelo experimental de generación de células gigantes 
multinucleadas en ratones 

 

Se siguió el método con algunas modificaciones, originalmente descrito por 

Hernández-Pando y colaboradores (2000), para la inducción de granulomas y de 

CGMs en un modelo experimental murino. El modelo consiste en inocular 

micobacterias adsorbidas en micropartículas de nitrocelulosa en los cojinetes 

plantares de ratones previamente sensibilizados con la micobacteria.  

 

7.7.1 Sensibilización de los animales del grupo control 3 y de los grupos 
experimentales  

 

Se obtuvieron ratones machos BALB/c de 6 semanas de edad, y se formaron 

grupos de 3 animales, los cuales fueron sensibilizados con las cepas de 

micobacteria correspondientes. Todos los experimentos en esta fase se realizaron 

con material, reactivos, y condiciones libre de pirógenos endógenos. 

En la primera sensibilización se usaron 250,000 micobacterias muertas y 100l de 

adyuvante completo de Freund, y se inocularon vía intraperitoneal. Siete días 

después, se aplicó la segunda sensibilización vía subcutánea (en el lomo) con 

125,000 micobacterias muertas supendidas 100l de PBS 1x.  

 

7.7.2 Inoculación de las micobacterias  
 

Grupos control 

 

Como controles se  inocularon a  tres grupos de tres de ratones no sensibilizados 

con la misma cantidad de nitrocelulosa sin ningún tipo de componente inmovilizado. 

 

 Grupo control 1, grupo sin tratamiento    

 Al grupo control 2 se le inoculó micropartículas de nitrocelulosa. 

 Al grupo control 3 se le inoculó 20mg CFP adsorbido en micropartículas de 

nitrocelulosa. 
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Grupos experimentales 

 

Diez días después de la segunda sensibilización,  se inocularon en los cojinetes 

plantares posteriores de los ratones de cada grupo experimental 250,000 

micobacterias adsorbidas en  las micropartículas de nitrocelulosa y suspendidas en 

40µL de PBS 1x libre de pirógenos. 

 

 Al grupo 1 de ratones  se  le inoculó la cepa mutante 1 de M. tuberculosis 

 Al grupo 2  de ratones  se  le inoculó la cepa mutante 2 de M. tuberculosis 

 Al grupo 3  de ratones  se  le inoculó la cepa mutante 3 de M. tuberculosis  

 Al grupo 4 de ratones  se  le inoculó la cepa mutante 4 de M. smegmatis 

 Al grupo 5  de ratones  se  le inoculó la cepa H37Rv de M. tuberculosis 

 Al grupo 6  de ratones  se  le inoculó la cepa BCG de M. bovis 

 

7.8 Eutanasia 
 

Veintiún días después de la inoculación de las micropartículas en los cojinetes 

plantares posteriores, los ratones fueron eutanasiados por una sobredosis de 

pentobarbital sodico. Se conservaron  las patas posteriores, con el fin de facilitar el 

manejo de los cojinetes plantares en la técnica histológica. 

 

 7.9 Histología  
 

Para fijar el tejido se sumergió en etanol absoluto durante un día y, posteriormente 

se descalcificaron los huesos para facilitar el proceso de cortes histológicos. Las 

patas fueron sumergidas en una dilución de ácido nítrico (HNO3) al 10% durante tres 

horas, y a continuación se enjuagaron con  abundante agua durante 15 minutos por 

cuatro veces.  

La deshidratación de los tejidos, consistió en sumergir el tejido durante una hora en 

etanol al 70% y una hora en etanol al 90%. Para aclarar el tejido se sumergió en 

xileno por dos horas.  Para la inclusión se colocaron los tejidos en parafina líquida a 

60⁰C durante dos horas. Finalmente se obtuvo el bloque de la siguiente manera, se 
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incluyeron lo  tejidos incluidos en parafina y una vez solidificada se retiro de los 

moldes de inclusión obteniéndose de éste modo el tejido en el bloque. A los 

cojinetes plantares se les realizaron cortes dobles de 3µm con un microtomo, los 

cuales fueron montados en laminillas para procesarlos y, teñirlos con la técnica de 

hematoxilina-eosina (HE).  

 

7.10 Histopatología y evaluación de las células gigantes 
multinucleadas 

 

7.10.1 Microscopía 
 

Los cortes histológicos de los cojinetes plantares teñidos con HE se observaron en 

un microscopio óptico BX41Olympus®, y se determinó la presencia de granulomas y  

CGMs en los cojinetes plantares correspondientes a cada cepa de micobacteria. 

Para obtener resultados que permitieran realizar una comparación apropiada entre 

los grupos de estudio, se siguió la siguiente estrategia: 

Se identificó la presencia de granulomas en al menos 4 laminillas de cortes con el 

mismo tratamiento obtenidos asegurándose de tener porciones del tejido 

representativo (i.e del tamaño del cojinete plantar). Esto se realizó en toda la 

extensión de cada laminilla por dos observadores independientes con un aumento 

de 4X. 

Para estudiar el granuloma se usó, el analizador de imágenes Image Pro Express 

6.3 (Media Cybernetics, USA)  acoplado a un microscopio BX41 Olympus® a un 

aumento de 4X. 

Una vez encontrado un granuloma definido como un proceso inflamatorio crónico 

constituido por células epitelioides, y que puede acompañarse por CGMs. Se 

midieron tanto el tamaño del tejido (área del cojinete plantar), como el número de 

granulomas y el tamaño de estos, lo anterior se realizó a un aumento de 4X, y 

mayor (20X) para registrar sí se observaron CGMs, las cuales fueron definidas 

como células constituidas por histiocitos que por fusión o división, contienen varios 

núcleos, y que tienen abundante citoplasma. Esto en base a que la literatura 

internacional acepta que su identificación histológica se realiza en base a las 

características morfológicas descritas: abundante citoplasma, y varios núcleos 

dispuestos en forma de herradura.  Además de que el trabajo original del modelo de 
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generación de CGMs no fue necesario utilizar marcadores de superficie para tener 

la certeza de que se trataba de esta población celular (Hernández  et., al  2000). 

Algunos reportes señalan que los anticuerpos anti-CD68 pueden ser útiles para 

identificar a las CGMs, en realidad este marcador se encuentra presente  las 

estirpes mielomonocíticas, particularmente en macrófagos (Dittmar, Zenker  2011), y 

no  se consideró de mayor relevancia realizar esta tinción. 

Lo anterior permitió analizar las siguientes variables: área del cojinete plantar, 

número de granulomas en cada tejido, tamaño de los granulomas (µm2), y presencia 

o ausencia  de CGMs así como de necrosis. 

 

8.  Resultados  
 

Los animales utilizados en este trabajo sobrevivieron a los 21 días posteriores a la 

inoculación, día en el cual fueron eutanasiados. 

Se hizo el análisis histopatológico a los cojinetes plantares de los  grupos, y al 

obtener los datos microscópicos se evaluaron las alteraciones cualitativas (si 

generaron o no granulomas), así como los cambios cuantitativos (número y tamaño 

de los granulomas) que permitieron discriminar sí cada tipo de micobacteria tuvo 

una influencia directa en la formación de granulomas y CGMs. Además, debido que 

en el grupo control 3 y en los grupos experimentales, se trabajó con micobacterias 

adsorbidas en micropartículas de nitrocelulosa, se comparó el efecto en términos de 

la posible reactividad inflamatoria que generara la aplicación de los fragmentos de 

este componente inerte en el tejido estudiado. A continuación se muestran los 

resultados que distinguieron a cada cepa de micobacteria. 

 

Al día 21 las cepas BCG, H37Rv y la mutante 4 de M. smegmatis mostraron la 

capacidad para inducir una inflamación granulomatosa con CGMs, mientras que las 

mutantes 1, 2 y 3 no fueron capaces de provocar este tipo de inflamación. Sin 

embargo cada una de ellas cuales mostró una histopatología distinta. 

 

La cepa 1 de M. tuberculosis no mostró capacidad de inducir un proceso inflamatorio 

con presencia de granulomas y CGMs. A pesar de realizar cortes seriados de 3 µm 

y usar prácticamente todos los bloques de tejido en el que se inoculó esta 
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micobacteria, no se observó alguna infiltración celular ni se apreció proceso 

inflamatorio alguno alrededor de las partículas de nitrocelulosa en las cuales se 

inmovilizó esta cepa mutante (Fig. 7). Cabe señalar que dicha mutante  carece del 

gen RvO757 (phoP) el cual está involucrado en la regulación de lípidos 

micobacterianos implicados en la virulencia, y que son reconocidos en la generación 

de daño tisular en infecciones por M. tuberculosis.  

En contraste las mutantes 2 y 3 de  M. tuberculosis, indujeron un infiltrado 

inflamatorio pero no  formaron  granulomas ni CGMs  (Figs. 8 y 9). En estos casos 

se nota que  el proceso inflamatorio es mayor en la cepa 3 que en la cepa 2 (Fig. 8) 

 

 

   Fig. 4. Control 1. Cojinete plantar.  8X                Fig. 5. Control 2. Cojinete plantar 20X. Se observan                                                                                                         
,                                                                               las partículas de nitrocelulosa  (acercamiento).        
 

 

Fig. 6. Control 3. Cojinete plantar. Granulomas inducidos por el CFP de M.tuberculosis 4X (A). 
Granuloma por CFP y CGMs (acercamiento) 20X (B). 
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  Fig. 6. Cojinete plantar control 3 CFP. Áreas del cojinete plantar sin granulomas, 8X (C) y 20X (D). 

 

 

  Fig.7 Mutante 1. Cojinete plantar. 4X. Fig.8. Mutante 2. Cojinete plantar. Infiltrado                                                            

,  .                                                                        inflamatorio rodeando partículas de nitrocelulosa 20X 

 

 

Fig. 9 Mutante 3.Infiltrado inflamatorio. 20X   
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Fig.10 Tratamiento con  la cepa BCG . Tejido sin granulomas 8X (A).Granuluma con CGMs 20X. 

CGM (acercamiento) (B).  

 

 

 

 Fig.11. Mutante 4. Granuloma con CGMs 20X (A). Área del cojinete plantar sin granulomas (B) . 

 

 

   

Fig.12. Cepa H37Rv. Granuloma con CGMs (Acercamiento)  20X (A). Area sin granulomas (B). 
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Fig. 13 Área de inflamación provocada por los distintos tratamientos y en los controles. Los grupos 

control 1 y 2, no generación inflamación granulomatosa ni CGMs, como  tampoco las cepas mutantes 

1, 2 y 3. 

 

En la reacción frente a la mutante 2 de M. tuberculosis no se encontraron 

granulomas ni CGMs,  sin embargo en el sitio donde se encontraron los fragmentos 

de nitrocelulosa se produjo una pequeña reacción inflamatoria y se observó tejido de 

granulación específicamente entre el hueso y el tendón. La histología no mostró 

necrosis (Fig.8).  

 

La inoculación de la mutante 3 no indujo una formación de granulomas ni de CGMs,  

sino que la reacción a esta mutante de M. tuberculosis, fue una ligera reacción 

inflamatoria con tejido de granulación. Se observan las partículas de nitrocelulosa 

rodeadas de células inflamatorias como linfocitos (Fig. 9). No se observo rastro 

necrosis.   

 

El análisis histopatológico del cojinete plantar inoculado con la mutante 4 de M. 

smegmatis, mostró granulomas pequeños con CGMs en comparación de los 

granulomas generados por otras cepas BCG, y H37Rv, (Tabla 1, Fig. 11). No se 

observaron rastros de necrosis. 
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En los cojinetes plantares con cepa de M. tuberculosis H37Rv, apareció una 

reacción inflamatoria granulomatosa, que se caracterizó por la presencia de 

granulomas de distinto tamaño conteniendo CGMs de tipo Langhans, así como la 

presencia de abundantes linfocitos, no se observa rastro de necrosis (Fig. 12B y 

acercamiento). Este tipo de reacción ocurrió en las áreas donde se aplicaron los 

fragmentos de nitrocelulosa al igual que se describe en el reporte original de este 

modelo experimental  (Hernández et al., 2000)   

 

Por su parte la reacción frente a la cepa de M. bovis BCG fue una inflamación 

granulomatosa con CGMs. Los  granulomas son de distintos tamaños y se 

encuentran entre los tejidos blandos.  

El área promedio de los cojinetes plantares y de  los  granulomas  se muestran la 

tabla 1.  

 

Tabla 1. Áreas promedio de los cojinetes plantares y áreas totales de los granulomas. 

Cepa Área total del cojinete (µm
2
) Área total de los granulomas (µm

2
) 

BCG 17,147,938.4 793,990.75 
 

Mutante 4 21,216025.5                        98,384.835 

H37Rv 24,830,826.60 

 

562,117.18 
 

CFP 15,410,615. 726,777.83 
 

 

 

En esta inflamación por BCG las partículas más grandes de nitrocelulosa se 

observan rodeadas por  CGMs de Langhans, así como por macrófagos activados 

(Fig. 10 y acercamiento). Estos resultados son interesantes considerando el 

contexto de un modelo in vivo, pues en reportes previos, en un modelo in vitro con 

células humanas de sangre periférica (PBMCs) la cepa BCG forma granulomas bien 

formados a los 9 días de cultivo con  bacterias vivas BCG. Sin embargo cuando se 

usa un modelo in vivo animal se requiere  de varias semanas  de infección  para 

formar granulomas que sean lo suficientemente grandes  para permitir su 

localización en los tejidos (Puissegeur et al., 2004).  
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Respecto a la inoculación del  control 3 CFP, tratamiento que fue usado como 

control positivo, se generó una  inflamación granulomatosa con CGMs, respuesta 

observada también en la reacción con H37Rv. Sin embargo en este caso la reacción 

granulomatosa pareciera ser más marcada con respecto al uso de la bacteria 

entera, pues el número, tamaño y área  de los granulomas fue mayor (Fig. 6A). Sin 

embargo la diferencia de área entre dichas inflamaciones granulomatosas no 

alcanzó significancia estadística  (Fig.13). 

En los granulomas de provocados por CFP se observa la presencia de CGMs (Fig. 

6). En este respecto cabe señalar que este CFP se obtuvo del sobrenadante del 

cultivo de M. tuberculosis H37Rv, lo que podría sugerir que las proteínas solubles de 

M. tuberculosis desempeñan un papel relevante en la inmunogenicidad frente a esta 

micobacteria,  pudiendo tener un papel de antígenos.  
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Figura 14. Áreas totales promedio de los granulomas. 

 

Las áreas de inflamación granulomatosa de las cepas que indujeron respuesta 

fueron comparadas estadísticamente, sin embargo no se hallo una diferencia 

significativa  sino solo con respecto a la mutante 4 (Fig. 14).  

 

En resumen, el análisis histopatológico del día veintiuno postinoculación, que se 

estableció como el tiempo óptimo para evaluar la presencia de granulomas y CGMs 
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(Hernández et al., 2000) permitió observar la capacidad y diferencias en la inducción 

del proceso inflamatorio experimental que se evaluó en los cojinetes plantares de 

ratones sensibilizados e inoculados con una cepa de referencia H37Rv y tres cepas 

mutantes para factores de virulencia de M. tuberculosis (mutante 1, mutante 2 y 

mutante 3), una cepa mutante de M. smegmatis (cepa 4) y la cepa vacunal de  M. 

bovis (BCG). 

Los resultados muestran a tres cepas  capaces de generar una respuesta 

granulomatosa  con CGMs en los cojinetes plantares de ratón. Dos de esas cepas  

pertenecen dos especies del complejo de M. tuberculosis: H37Rv  y BCG y una a al 

complejo de las  MNT, la mutante 4.  

 

9. Discusión  

 

La TB es una enfermedad infecciosa crónica provocada por M. tuberculosis que 

afecta principalmente a los pulmones, sin embargo puede afectar también a otros 

órganos y tejidos (OMS, 2012). Una característica patológica  de la infección es la 

generación de granulomas con presencia de CGMs. En este estudio se trabajó con 

algunas cepas mutantes de micobacteria que se están evaluando como candidatas 

a vacunas, esto para valorar su capacidad de generar la respuesta granulomatosa 

con CGMs.   

Los resultados sugieren diferencias en la capacidad de inducción de una reacción 

inflamatoria con granulomas y CGMs  por parte de las cepas mutantes utilizadas en 

el presente estudio, debiendo enfatizar que en ambos casos, y particularmente en 

las CGMs utilizamos una base morfológica para su identificación, puesto que otros 

marcadores como el CD68 que se ha utilizado en algunos estudios y es positivo en 

macrófagos en particular, no aportaban información valiosa adicional. Por lo anterior, 

podemos considerar lo siguiente: 

 

En el caso del primer grupo experimental la respuesta a la mutante 1 de M. 

tuberculosis, la ausencia de inflamación granulomatosa con CGMs, o infiltración de 

algún tipo de poblaciones celulares como linfocitos, macrófagos, o células 

dendríticas, podría estar relacionada a la disminución de lipoarabinomananas 

manosiladas, y a  su carencia de lípidos implicados en la virulencia y en el desarrollo 
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de una respuesta inflamatoria (Martín et al., 2007), además es sabido, ya que la 

mutación del gen phoP conduce a una gran atenuación tanto en el modelo celular 

como en el modelo ratón (Aguilar et al., 2007, Martín  et al., 2007). Sin embargo es 

importante señalar que en un modelo murino de tuberculosis progresiva en pulmón, 

en los ratones infectados con esta cepa viva aparecieron pocos granulomas hasta el 

día 60 postinfección (Aguilar et al., 2007) por lo cual no se descarta que al día 60 se 

generaran granulomas en este modelo.  

 

Respecto a la ausencia de granulomas y de CGMs al inocular la mutante 2, pudiera 

estar  en relación a que esta cepa mutante carece de DIM, molécula característica 

de las cepas patógenas y está involucrada en la virulencia y patogenicidad de la 

micobacteria (Infante et al., 2004). Así la falta de granulomas puede deberse entre 

otras cosas, a que esta cepa no cuenta con las moléculas necesarias que 

estimularían una respuesta de tipo granulomatosa. La presencia de tejido de 

granulación observado en el tejido, implica un proceso de reparación frente a una 

inflamación que probablemente tuvo lugar en los primeros días posteriores a la 

inoculación. 

 

De acuerdo con el análisis histopatológico 21 días posteriores a la inoculación de 

mutante 3 en los cojinetes plantares, no se observaron granulomas ni CGMs, se 

cree que la poca o nula expresión genes relacionados con la virulencia de esta 

mutante, y cuyos productos son capaces de modular el  sistema inmune del 

hospedero, (Fernandes et al., 1999, Fontán et al., 2008) estarían relacionados 

directamente con la falta de granulomas y CGMs en el grupo experimental 3, esto 

aunado la severa atenuación de la mutante 3 en ratones (Hernández et al., 2010). El 

análisis histopatológico, mostró una ligera infiltración de células inflamatorias, 

probablemente en respuesta a algunos componentes de la envoltura celular tales 

como glucolípidos (Gorocica et al., 2005), y no frente a la nitrocelulosa, pues 

comparando este caso con el control 2 el cual no generó  alguna reacción frente a la 

nitrocelulosa.  No obstante Hernández Pando (2010) mostró que en un modelo de 

tuberculosis pulmonar progresiva en ratón con bacterias vivas, se forman 

granulomas en pulmón 7 días posteriores a la infección con esta cepa. Lo anterior  

sugiere que la condición vida o muerte de la micobacteria, el tiempo, y el tejido de 
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inoculación juegan un papel importante en la estimulación de las respuestas 

inmunes.  

 

Por otra parte la inflamación y reacción granulomatosa con la cepa mutante 4 de M. 

smegmatis, fue un resultado inesperado, pues se trata de una mutante no patógena, 

que pertenece al grupo de MNT, además de que a  esta especie no  se le  ha 

relacionado con alguna infección (González et al., 2002) a menos de que el 

hospedero esté en contacto frecuente con este tipo de microorganismos, o bien que 

curse con una inmunodeficiencia (Mendoza 2009),  condición que no se presentó en 

este caso. La inflamación granulomatosa con CGMs sugiere que esta mutante 

posee moléculas necesarias para generar granulomas y a su vez CGMs, a pesar 

carecer de algunos oligosacaridos, y de tener una distribución diferente de varios 

glucolípidos y fosfolípidos de envoltura celular. Es de señalarse que en este caso el 

área de la inflamación granulomatosa parece  menor (Tabla 1), sin embargo  no 

alcanzó una diferencia significativa estadística con respecto al área de  inflamación 

granulomatosa que generaron otras cepas (Fig. 14).  

 

El análisis histopatológico de los cojinetes inoculados con la cepa virulenta H37Rv, 

mostró granulomas con CGMs, resultado que podría estar relacionado con las 

moléculas involucradas en la virulencia e inmunogenicidad, como el factor cuerda, 

compuestos de ácido micólico y DIM, molécula que aumenta la producción de TNF-α 

e IL-6 que aumentan la activación de células inmunes en un estadio temprano de la 

infección, y por lo tanto favoreciendo una respuesta inflamatoria. El análisis 

estadístico no mostró diferencia estadística significativa entre el área de granulomas 

de esta y las demás cepas que generaron granulomas. La ausencia de necrosis 

puede involucrar el tiempo de madurez del granuloma (días posteriores a la 

inoculación de la bacteria), pues en algunos estudios con H37Rv, se ha encontrado 

necrosis en los  granulomas en etapas tardías (Aguilar et al., 2007).  

 

Los resultados experimentales usando M. bovis BCG, mostraron que BCG fue capaz 

de generar granulomas con CGMs en tejidos blandos, el análisis histopatológico 

también mostró la presencia de macrófagos activados, esto coincide con los 

resultados de Puissegeur y colaboradores (2004), quienes encontraron una reacción 

granulomatosa en respuesta a la cepa BCG al usar micobacterias vivas en un 
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modelo in vitro con células humanas mononucleares de sangre periférica (PBMCs). 

Así que este resultado la inflamación granulomatosa con CGMs, sugiere que esta 

cepa también cuenta con moléculas que inducen una inflamación granulomatosa. Lo 

anterior es interesante, ya que a pesar de que se considera a esta cepa no 

patógena y tener más de 100 genes delecionados (Martín et al., 2007) fue capaz de 

generar una respuesta inflamatoria granulomatosa con CGMs.  

 

A través de este modelo experimental en el cojinete plantar de ratón se evaluó la 

capacidad de generar una respuesta inflamatoria granulomatosa con CGMs, por 

parte de las cepas usadas del genero Mycobacterium a un tiempo en el que en una 

inflamación de este tipo la mayoría de las células son CGMs, lo cual se constató 

comparando con el control, pues en el caso del control la inoculación fue solo 

partículas de nitrocelulosa sin algún componente infeccioso y no se observo una 

reacción granulomatosa ni CGMs (Fig. 5).  

 

 Es importante señalar  que a pesar de haber sido usadas micobacterias muertas, la 

inoculación de algunas micobacterias enteras adsorbidas en partículas de 

nitrocelulosa, produjeron una reacción local inmune granulomatosa con CGMs de 

Langhans, representativa de infecciones causadas por M. tuberculosis, lo cual es el 

principal resultado y la aportación original de este trabajo. Este hecho podría 

deberse entre otras posibilidades, a la naturaleza de las moléculas y componentes 

de la envoltura de las micobacterias, que están relacionados con su virulencia y que 

la hacen persistente haciéndola un microorganismo difícil de erradicar en el interior 

de la célula incluso estando muerta (Mustafa et al., 2005). 

En el estudio histopatológico, la inducción de la respuesta inflamatoria 

granulomatosa es un resultado indirecto que apoya la capacidad de los 

componentes solubles y de la bacteria entera muerta para inducir una respuesta 

celular  en un modelo experimental murino en el que se usó micobacterias muertas 

como reto antigénico. Tomando en cuenta lo anterior podría sugerirse como en el 

caso del control  3 (CFP)  de H37Rv, pudiera suceder lo mismo con las proteínas 

solubles de las otras micobacterias usadas en el presente estudio; por lo tanto sería 

relevante obtener antígenos solubles de las cepas que presenten diferentes grados 

de infectividad así como caracterizar la participación de factores de virulencia 

solubles de manera individual en estudios a futuro.  
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A pesar de la comparación entre la inducción de la respuesta granulomatosa entre 

micobacterias, en este modelo no fue posible llevar a cabo el conteo de CGMs 

debido a que los cortes histológicos resultaron no  ser lo suficientemente adecuados 

para llevar a cabo un conteo fidedigno.  
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10. Conclusiones  
 

 

La inoculación experimental de cepas mutantes de diferentes micobacterias en los 

cojinetes plantares de ratones BALB/c, permitió observar la capacidad de dichas 

micobacterias de inducir granulomas con CGMs. 

 

Las cepas  H37Rv, BCG y la mutante 4 de M. smegmatis, generaron CGMs dentro de 

granulomas. Sin embargo respecto a la intensidad de la inflamación medida por  el 

área no alcanzó significancia estadística. 

Por otra parte las mutantes 1,2 y 3 de M. tuberculosis no fueron capaces de inducir la 

inflamación ni de generar CGMs, por lo que se concluye que carecen de los 

componentes responsables de este tipo de inflamación granulomatosa.  

 

 

 

11. Perspectivas 
 

Se sugiere aumentar el número de animales, para verificar si la tendencia de 

generación de granulomas y de CGMs hallada en este trabajo, se conserva al 

aumentar el tamaño de la muestra.  

 

Se sugiere la  identificación de los efectores moleculares clave involucrados en la 

inducción de la inflamación granulomatosa y CGMsen respuesta a las micobacterias 

usadas en el presente trabajo. 
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