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RESUMEN 

 

La principal defensa del huésped humano a la infección por Mycobacterium 

tuberculosis es la formación de granulomas, una colección organizada de 

macrófagos activados, que incluyen células gigantes multinucleadas y epiteloides, 

rodeadas por linfocitos. Para investigar las bases moleculares de la formación 

temprana de los granulomas tuberculosos humanos, se aplicó un modelo in vitro 

compuesto enteramente de células mononucleares de sangre periférica humana 

expuestas a la cepa H37Ra (37º C, 5% CO2, por 5 dias). La formación de la 

agregación celular fue monitoreada día a día bajo microscopia óptica y tinción 

Zieh-Neelsen. Los granulomas fueron colectados a las 24 horas y el ARN extraído 

fue hibridizado con microarray de Affymetrix (Human Genome-U133 plus 2). Los 

datos de expresión de microarray fueron analizados con los programas dChiP y 

GenMAPP/MAPPFinder para determinar su significancia a nivel biológico, y los 

genes  más relevantes se validaron a través de PCR en tiempo real. El examen 

microscópico revelo la formación gradual de granulomas y las bacterias ácido-

alcohol resistentes fueron observadas entre y dentro de las células que formaban 

el granuloma. El análisis de los microarray mostró genes fuertemente expresados, 

comparados con los controles, los cuales incluyen receptores de superficie celular 

(ICAM1,2,3; FAS; IL-2R, TLR-4), citocinas pro inflamatorias (INF-γ, TNF-alfa, IL-1, 

IL-6, IL-8), quimiocinas y sus receptores que no han sido previamente reportados 

(CCL2; CXCL2; CCL18; CXCR4; CCRL2), factores de trascripción (STAT4; 

STAT6), genes relacionados con la apoptosis y citotoxicidad (FAS, TRADD, 

granzima B, Granulisyn, Caspasa-8). La mayoría de los genes sub-expresados 

fueron relacionados con funciones metabólicas generales. Estos datos de 

expresión génica aportan evidencia que Mycobacterium tuberculosis produce una 

alteración global de la respuesta inmune del huésped infectado, y que una vez 

logremos armar el rompecabezas y logremos entenderlo podríamos valorar el 

desarrollo de nuevas terapias y quizás poder inhibir la reactivación de una 

infección latente. En este estudio demostramos que el análisis sistemático de la 
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expresión génica en células infectadas con M. tuberculosis H37Ra reveló perfiles 

de expresión dirigidos a la activación de una respuesta inmune efectiva contra el 

bacilo, y que en estudios posteriores a este se puedan comparar con cepas 

clínicas de micobacteria con el fin de determinar eventos moleculares claves 

involucrados en la infección por M. tuberculosis. 
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I. INTRODUCCION 

 

La tuberculosis (TB), es una enfermedad altamente contagiosa producida por 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), un bacilo acido-alcohol resistente transmitido 

por vía respiratoria. Se estima que la infección por Mtb está presente en un tercio 

de la población mundial, anualmente se presentan nueve millones de casos 

nuevos de TB activa, y cerca de 3 millones de muertes, convirtiéndose en la 

segunda enfermedad infecciosa que más muerte acarrea a nivel mundial [1].  

 

A pesar de los esfuerzos en los últimos años, la tuberculosis continúa siendo una 

importante causa de mortalidad en el mundo y un reto para todos los países en 

términos de salud pública; por tanto, uno de los grandes retos actuales de la 

investigación en tuberculosis es el esclarecimiento de los mecanismos 

moleculares involucrados en el establecimiento de la infección y posterior 

persistencia del patógeno, los cuales son desconocidos. Es claro que un mejor 

entendimiento de las bases moleculares detrás de las interacciones hospedero-

patógeno desarrolladas en la respuesta inmune inicial (respuesta granulomatosa) 

es fundamental para el diseño racional de nuevas estrategias  terapéuticas e 

inmunoterapéuticas útiles para el control esta enfermedad.  

 

Así, el uso de modelos de interacción huésped -patógeno, representa un 

instrumento de utilidad potencial en la identificación de efectores moleculares  

involucrados en las primeras etapas de la respuesta inmune humana a una 

especie de micobacteria definida. En este sentido, es de esperar que el análisis 

global de los cambios a nivel de la estructura granulomatosa (la principal defensa 

del huésped contra el patógeno) pudiera contribuir a aumentar nuestro 

entendimiento de las redes regulatorias implicadas en la respuesta inmune al 

patógeno, en especial las involucradas en el establecimiento de la latencia. 
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De esta manera, el análisis de la expresión genética de las estructuras 

granulomatosas desarrolladas en respuesta a la infección por la micobacteria, 

tiene el potencial de suministrar claves para entender los factores moleculares que 

regulan esta respuesta.  En este estudio se utilizo el modelo in vitro del granuloma 

micobacteriano humano propuesto por  Puissegur et al. [2], con el objeto de 

analizar la dinámica molecular de la respuesta granulomatosa temprana de células 

mononucleares de sangre periférica, frente a la cepa de Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra. 
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II. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

 

A. Tuberculosis: situación actual 

 

La tuberculosis (TB) constituye hoy más que nunca un reto para la salud pública; 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó que a nivel mundial en el año 

2008 se presentaron 9.2 millones de casos nuevos de tuberculosis, de los cuales 

4.1 millones (44%) tenían baciloscopia positiva (forma contagiante de la 

enfermedad); 0.7 millones (8%) tenían coinfección con el VIH-SIDA; 0.5 millones 

(5.4%) se presento como  multidrogorresistente- MDR (resistente a Isoniazida y 

Rifampicina) y 1.7 millones fallecieron a causa de la TB. [1]. 

 

En Colombia, la información de TB se obtiene del Sistema de Vigilancia en Salud 

Pública – Sivigila (epidemiológica), del Programa de Control de Tuberculosis 

(gestión) y del Sistema de estadísticas vitales del Departamento Administrativo 

Nacional de Estadística - DANE (mortalidad). De acurdo con esto, en el 2009 se 

registraron 11.441 casos, de los cuales 7.204 fueron de tipo pulmonar 

(baciloscopia positiva) y los 3.631 restantes extrapulmonares. La incidencia de TB 

en el país fue de 25.4 casos de TB por cada 100.000 habitantes. La población en 

la cual se presentan más casos se encuentra en las edades entre los 25 y 34 

años. Sin embargo, la tasa más alta es en personas mayores de 65 años. En el 

2009, se presentaron 706 casos en menores de 15 años, de estos 155 eran 

menores de 5 años. La incidencia específica de este grupo es de 2.6 por 100.000 

habitantes. Los hombres son los más afectados, en todos los grupos de edad, 

(razón 1.5:1) aunque la diferencia se acentúa a mayor edad [3]. 

 

De acuerdo con el lugar de residencia, el departamento que presenta mayor 

número de casos es Antioquia con el 18.6% de la notificación, seguido por Valle 

con el 10.5% de los casos del total del país. Las tasas más altas de incidencia 
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para este evento se encuentran en los departamentos de Chocó (40.7 por 100.000 

habitantes), Amazonas (40.7 por 100.000 habitantes), Quindío (27.9 por 100.000 

habitantes), y en el distrito de Barranquilla (24 por 100.000 habitantes). Para el 

departamento de Bolívar fue de 21 por 100.000 habitantes y para el distrito 

turístico de Cartagena fue de 15 por 100.000 habitantes [3]. 

 

Del total de casos notificados en el 2009, el 0.31% pertenece a población 

carcelaria, un 0.58% a población migratoria, el 0.51% a desplazados y el 98.6% 

pertenecen a otros grupos poblacionales. La distribución porcentual de casos de 

acuerdo a la pertenencia étnica muestra que el 8.87% son casos correspondientes 

a población afrocolombiana, el 5.96% pertenecen a población indígena, y el 83.6% 

corresponden a otros grupos. 

 

De esta manera el Instituto Nacional de Salud, a través de la Subdirección Red 

Nacional de Laboratorios, Vigilancia y Control en Salud Pública e Investigación, 

continúa trabajando de manera constante y continua en programas y proyectos 

que contribuyan al desarrollo de la Red Nacional de Laboratorios, apoyando al 

Ministerio de la Protección Social y a los entes territoriales en la dirección de la red 

en los Programas de Control y Prevención de la Tuberculosis y la Lepra [4]. 

 

B. Inicio y establecimiento de la enfermedad. 

 

Durante la exposición al Mycobacterium tuberculosis,  un tercio de los individuos 

expuestos se infectan y solo  un 10% desarrollan la enfermedad activa en algún 

momento de sus vidas (TB clínica), mientras que el 90% no se enferma y no es 

capaz de transmitir la infección debido a una fuerte respuesta inmune, la cual es 

eficiente en contener el bacilo pero no de erradicarlo, ya que este permanece en 

un estado de latencia; de aquí que aproximadamente un tercio de la población 

mundial se encuentre infectada latentemente [5, 6]. 
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Típicamente el proceso infeccioso de la TB inicia cuando los bacilos, después de 

ser inhalados a través de las vías respiratorias superiores, alcanzan los alvéolos 

pulmonares donde son fagocitados  por macrófagos alveolares y células 

dendríticas. Aunque, los macrófagos son la línea celular predominante de las vías 

aéreas, las células dendríticas también son células especializadas en la 

presentación de antígenos [7]. La fagocitosis del bacilo induce la migración de las 

células dendríticas hasta los nódulos linfáticos locales y tejidos linfoides asociados 

a bronquios, donde presentan los antígenos procesados a los linfocitos T [8, 9]. En 

esta fase puede ocurrir que los bacilos sean destruidos en su totalidad o que se 

produzca una persistencia y replicación de los mismos dentro del macrófago 

alveolar. Cuando se presenta la persistencia del bacilo la respuesta defensiva 

limita su replicación; sin embargo, en la mayoría de los casos  es insuficiente para 

eliminar todos los bacilos, generando la TB latente o inactiva. Periodo durante el  

cual los individuos infectados no desarrollan la etapa clínica de la enfermedad, 

pero del cual la bacteria puede reactivarse un largo tiempo después y 

desencadenar los síntomas clínicos [10].  

 

La secreción de una variedad de citocinas y quimiocinas es un elemento esencial 

de la respuesta inmune a la infección temprana de M. tuberculosis. 

Una vez fagocitados los bacilos tuberculosos, los  macrófagos alveolares 

producen interleuquina-8 (IL -8), un poderoso quimioatrayente para los linfocitos T, 

y luego presentan antígenos bacterianos a las células T reclutadas. Los linfocitos 

T se activan y luego producen interferón-γ (IFN-γ), que a su vez activa otros 

macrófagos residentes del tejido infectado, aumentando la producción del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), una poderosa citocina que aumenta la 

eficacia de los macrófagos para matar a los bacilos internalizados [11]. Existe una 

considerable evidencia de que la quimiocina IL-8 desempeña un papel esencial en 

el curso de la respuesta inmune [12, 13]. Se ha reportado que los niveles de IL-8  

encontrados en el liquido procedente de lavado broncoalveolar de pacientes 
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infectados con M. tuberculosis es significativamente mayor que los observados en 

los controles sanos [14]. 

 

El TNF-α es sin duda la citocina dominante en esta respuesta granulomatosa, la 

cual también eleva la producción de las quimiocinas que median el reclutamiento 

[15]. En las infecciones, TNF-α media la respuesta que da lugar a síntomas 

sistémicos, y es necesario para el desarrollo de granulomas bien formados y su 

persistencia, jugando un papel esencial en la acumulación y la diferenciación de 

los macrófagos en las células epiteliales altamente bactericidas presentes en los 

granulomas maduros [16]. Estudios previos han demostrado que anticuerpos anti 

TNF-α bloquean la formación de granulomas [17], lo que resulta en la disminución 

de granulomas e interfiere con el desarrollo y persistencia de células epiteloides 

maduras (macrófagos diferenciados) [18]. 

 

El interferon gamma (IFN-γ) también juega un papel muy importante en la 

respuesta del huésped frente a M. tuberculosis. En los humanos, el IFN-γ, es 

liberado por células Th1 activadas y es la principal lnterleucina que activa el 

metabolismo oxidativo del macrófago y la actividad microbicida del mismo [19, 20]. 

El objetivo de los linfocitos acumulados en el sitio de infección es la secreción del 

IFN-γ para activar los macrófagos epitelioides que contienen bacilos vivos y de 

esta manera destruir a los organismos invasores [21]. Varios estudios han 

demostrado que los niveles de producción de IFN-γ son mucho menor en los 

pacientes con tuberculosis que en controles sanos [22]. Macrófagos infectados por 

micobacterias también liberan grandes cantidades de IL-6. Los niveles de esta 

interleucina se han encontrado elevados en el lavado broncoalveolar de pacientes 

con tuberculosis activa, y se cree que puede jugar un papel en la formación de 

células gigantes multinucleadas (MGC) a partir de macrófagos alveolares [11, 23]. 
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Finalmente, se ha sugerido la posibilidad de que el sistema inmune es capaz de 

ajustarse y responder a los estados fisiológicos del Mycobacterium tuberculosis in 

vivo; ó que la micobacteria ha desarrollado mecanismos que le permiten modular 

la expresión de genes de la respuesta inmune directamente en el sitio de 

interacción bacteria-hospedero (granuloma tuberculoso), asegurando así su 

supervivencia [5].  

 

C. Arquitectura del granuloma tuberculoso. 

 

Los macrófagos pulmonares y las células dendríticas infectadas utilizan diversos 

mecanismos para el control de la infección micobacteriana: liberan diversas 

citocinas y quimiocinas, lo cual inicia una respuesta pro-inflamatoria localizada que 

conlleva al reclutamiento de mas macrófagos y células mononucleares al sitio de 

la infección, formándose una acumulación celular alrededor de los bacilos, 

denominado granuloma tuberculoso, el cual es la marca histológica de la 

tuberculosis [8, 10].  

 

Los granulomas tuberculosos maduros consisten de un núcleo de macrófagos 

infectados acompañado de células epitelioides (macrófagos diferenciados) y 

células gigantes multinucleadas (macrófagos fusionados) que se encuentran 

rodeadas por un anillo de linfocitos T asociados a un manto fibroso de colágeno y 

otros componentes de la matriz extracelular  que delimitan la estructura 

granulomatosa [24-26]. 

 

El éxito del Mycobacterium tuberculosis en inducir enfermedad activa o latente 

parece deberse a los poderosos mecanismos que ha desarrollado para sobrevivir 

en el ambiente hostil de los macrófagos [27, 28]. Entre los estados de latencia y 

reactivación del Mtb se establece un complejo equilibrio el cual es central en la 

patogénesis de la bacteria [10, 29-31]. Este equilibrio tiene lugar a nivel del 
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granuloma tuberculoso [2, 31]. Actualmente se considera que la función principal 

del granuloma tuberculoso es la de contener la infección en un área localizada, 

evitando la diseminación bacteriana a otros órganos y tejidos sanos circundantes 

[10, 24]. Por esta razón, el papel clave que juega la reacción granulomatosa en 

determinar el destino final de la infección por Mycobacterium tuberculosis [24, 31], 

justifica la necesidad imperiosa de elucidar los mecanismos por los cuales se 

forma y se mantiene el granuloma tuberculoso, al igual que los mecanismos anti-

micobacteriales que se llevan a cabo en él, los cuales no son bien entendidos en 

la actualidad. 

 

D. Mycobacterium tuberculosis H37Ra. 

 

El género Mycobacterium comprende microorganismos ampliamente distribuidos 

en el ambiente y solo pocos miembros del genero han adoptado un  estilo de vida 

patogénico. Desde que  Robert Koch identifico el  Mycobacterium tuberculosis 

como la causa de tuberculosis en 1882, mucho se ha especulado acerca del papel 

relativo de la susceptibilidad del huésped y la virulencia de las cepas implicadas 

en la progresión de la enfermedad [32]. Un primer aislamiento clínico del 

organismo identificado como H37 fue utilizado en una variedad de investigaciones 

para evaluar el comportamiento virulento en modelos de infección animal [33].  Sin 

embargo la utilidad de esta cepa en estudios de virulencia incremento cuando 

nuevos stocks del organismo mostraron cambios repentinos a un fenotipo 

atenuado (avirulento) que no causaba enfermedad progresiva en animales, el cual 

fue designado como H37Ra [34]. Alternativamente los stocks del microorganismo 

que mantenían la virulencia inicial fueron designados como H37Rv. Estas dos 

cepas han sido reconocidas como modelos de laboratorio útiles en el estudio de 

los mecanismos celulares de patogénesis de la bacteria [6, 32].  

 



19 

 

La cepa H37Ra tiene la ventaja de ser una cepa atenuada que puede ser 

manipulada en un laboratorio básico de microbiología. Esta cepa fue derivada de 

la cepa parental H37 como colonia rugosa en 1934 y ha sido clasificada como 

avirulenta con base en su incapacidad de crecer progresivamente y causar 

enfermedad en animales de laboratorio [32, 34]. La infección de ratones [32] y 

cobayos [35] con esta cepa H37Ra es progresiva por 21 días aproximadamente, 

después de los cuales la respuesta inmune del hospedador causa la resolución 

progresiva de la infección [36]. Por lo tanto, la respuesta inmune del hospedero en 

contra de esta cepa puede ser considerada como una respuesta eficaz, que 

culmina con la erradicación completa de la bacteria, lo que hace de esta cepa un 

modelo útil para estudiar los eventos moleculares involucrados en la respuesta 

inmune del huésped.  

 

A través del análisis de los perfiles de expresión genética inducidos en la 

respuesta granulomatosa a esta cepa, se podrían  identificar aquellos genes y/o 

vías celulares importantes en la erradicación efectiva de la bacteria. Es así que los 

estudios más  recientes empiezan a orientarse en este sentidos [37, 38], al 

analizar la expresión genética global de la estructura granulomatosa con el 

propósito de identificar eventos moleculares que tengan relevancia en los 

fenómenos iniciales de la infección tuberculosa.  

 

E. Modelos in vivo  e in vitro  para el estudio de las interacciones           

huésped versus  M. tuberculosis. 

 

Nuestro limitado entendimiento sobre la fisiopatología de la tuberculosis ha 

incidido negativamente en el desarrollo de estrategias efectivas para el tratamiento 

de la enfermedad. Dada la importancia de la reacción granulomatosa en el 

resultado de la infección por Mycobacterium tuberculosis, es imperativo que 

logremos una mejor comprensión de los eventos moleculares y celulares 
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asociados al huésped, lo que sería de valor en el desarrollo de nuevos 

tratamientos que mejoren los resultados clínicos. Hacia este fin, modelos animales 

[39, 40],  y modelos in vitro [2, 41], han sido desarrollados durante las últimas 

décadas para tratar de revelar la compleja secuencia de eventos moleculares 

involucrados en la formación temprana de granulomas y la cascada de 

citocinasque regulan este proceso.  

 

En cuanto a los modelos in vivo, la principal desventaja  es que la accesibilidad se 

limita únicamente a granulomas altamente diferenciados, ya que se necesitan 

varias semanas de infección con bacilos vivos para que los granulomas inducidos 

sean los suficientemente grandes para permitir su locación en los tejidos del 

animal y su posterior análisis, por lo tanto no se pueden analizar los primeros 

procesos celulares involucrados en el desarrollo de la respuesta granulomatosa 

[42]. Además de las limitaciones técnicas, las diferencias entre especies asociadas 

a los modelos animales impiden que los resultados sean extrapolados a la 

enfermedad en los humanos. 

 

La mayoría de las infecciones experimentales realizadas con M. tuberculosis han 

utilizado el modelo murino. El ratón es una herramienta útil para revelar los 

factores bacterianos que son importantes en el proceso de infección, y para 

analizar las bases antigénicas y celulares de una respuesta inmunitaria protectora. 

Sin embargo, se ve seriamente comprometido como modelo cuando se tratat de 

observar la formación y la progresión de los granulomas [43]. En los ratones no se 

observan las estructuras altamente estratificadas que se observan en los seres 

humanos y normalmente no presentan necrosis y caseificación, que son factores 

importantes que conducen a la transmisión. Los estudios retrospectivos 

histológicos y moleculares de la infección de la TB en los seres humanos han 

producido aciertos inestimables en la progresión de la enfermedad, especialmente 

cuando se interpreta en el contexto de los estudios in vitro de macrófagos murinos 

[44, 45]. 
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En cuanto a los modelos in vitro, varios de ellos han sido desarrollados para 

analizar la capacidad de antígenos de esquistosoma [46], nemátodos vivos [47], 

candidas vivas [48], y micobacterias vivas [2, 41] para inducir la respuesta 

granulomatosa [49]. Varios de estos estudios han reportado que durante la 

infección con Mycobacterium tuberculosis, se producen alteraciones en la 

expresión genética de macrófagos [50-53], una de las principales células que 

intervienen en la reacción granulomatosa. Estas alteraciones incluyen disminución 

en la expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II 

[50], sobre-expresión específica de MMP-1 (matriz metaloproteinasa-1) [54], 

inducción en la producción de citocinas inmunosupresivas, tales como IL-10 o 

factor de crecimiento tumoral beta, las cuales obstaculizan la capacidad de los 

macrófagos infectados de estimular las células T eficientemente [51, 52], entre 

otras. Además, los macrófagos infectados con M. tuberculosis son refractarios a 

los efectos del INF-γ, un mediador principal de la activación de macrófagos [55]. 

Por lo tanto, el M. tuberculosis tiene el potencial de modular al macrófago en una 

variedad de formas que previenen que aún una fuerte respuesta de células T 

reconozca y elimine los bacilos intracelulares. Estudios in vitro [2, 41], e in vivo 

[39, 40] han mostrado que un número de factores en la respuesta del hospedero 

son importantes en el establecimiento de la tuberculosis latente. Algunos de ellos 

incluyen la activación de macrófagos, mantenimiento de la estructura 

granulomatosa, células CD4+ y CD8+, IFN-γ, receptor de IFN-γ y TNF-α. Sobre la 

contribución de otras citocinas ó quimiocinas y de muchos otros factores del 

hospedero en el establecimiento y control de la infección tuberculosa latente es 

muy poco lo que se conoce [10],[56]. 

 

Recientemente han sido descritos dos modelos in vitro desarrollados a partir de 

células humanas [2, 41]. De estos, el modelo in vitro de Puissegur et al [2], ha 

investigado la formación de granulomas micobacteriales humanos. En este 

modelo, se utilizaron micobacterias vivas (BCG) para inducir granulomas in vitro. 

Estos fueron luego analizados histológicamente para determinar la interacción a 
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nivel celular entre el patógeno y las diferentes poblaciones de células del sistema 

inmune que participan en la formación del granuloma tuberculoso. En este estudio, 

se encontró que a los 9 días de cultivo, las células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) humanas habían sido reclutadas para formar una estructura 

muy parecida a un  granuloma epitelioide típico. La estructura se había 

desarrollado por la agregación inicial de fagocitos y linfocitos inmaduros, que mas 

tarde se diferenciaron en células altamente activadas, las cuales presentaron 

grandes rearreglos en la  membrana celular e intensa activación intracelular 

demostrada por el alto nivel de fagocitosis y la presencia de numerosos organelos. 

Los investigadores denominaron estas estructuras  como granulomas In vitro, los 

cuales desplegaron características morfológicas y niveles de diferenciación celular 

muy similares a los granulomas naturales, ya que estaban formados por 

macrófagos fusionados que se asemejan a células multinucleadas, y macrófagos 

epitelioides fuertemente unidos a macrófagos y linfocitos circundantes [2]. El otro 

modelo, propuesto por Birkness K, et al [41], también fué desarrollado a partir de 

células mononucleares humanas, y en él se logro inducir granulomas 

diferenciados, en los cuales, se  examino el efecto quimotáctico que genera la 

respuesta inmune de las células del huésped frente a la infección micobacteriana.  

Igualmente se identificaron en el sobrenadante de las células infectadas varias 

interleucinas que participan en la respuesta inflamatoria del huésped, como el 

TNF-α, IL-8, INF-γ. 

 

F. Tecnología de microarray. 

 

Los microarray de ADN complementario representan una de las nuevas 

tecnologías de la genómica funcional con gran potencial para contribuir al 

esclarecimiento de los complejos programas transcripcionales que se 

desencadenan en el huésped en respuesta a un patógeno invasor. Actualmente 

los  microarray de Affymetrix “GeneChip arrays” son los más utilizadas en las 
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investigaciones en ciencias biomédicas de todo el mundo. Los datos producidos 

usando esta tecnología son ampliamente aceptados por la comunidad científica, lo 

que se evidencia por el gran número de publicaciones en revistas científicas 

especializadas[57-59].  

 

Los microarray de expresión de alta densidad de oligonucleótidos de Affymetrix 

miden la señal de expresión a nivel genómico-transcriptómico de miles de genes 

expresados en una muestra dada [60]. Son dispositivos capaces de medir a la vez 

la cantidad de mARN correspondiente a miles de genes presentes en la muestra 

analizada utilizando la técnica de hibridación específica ARN-ADN [61, 62] (técnica 

equivalente a los northern blot de biología molecular). 

 

Los microarray de genoma completo de Affymetrix de última generación, por 

ejemplo GeneChip U133 plus2 para genoma humano que son los utilizados en 

este estudio, consisten de un arreglo de oligonucleótidos de alta densidad que 

incluyen entre 40.000 y 60.000 conjuntos de sondas de oligonucleótidos (llamados 

probe-sets ) con secuencias de todo el transcriptoma de la especie humana, 

representando unos 25.000 genes. Cada uno de los conjuntos de sonda 

(probeset) es una serie de 11-22 oligonucleotidos distintos que corresponden a 

distintas regiones codificantes del gen que representan. A su vez, cada 

oligonucleótido está constituido por 25 nucleótidos, del que hay miles de copias en 

cada microarray (ver figura 1). 

 

La hibridación de la muestra en un solo microarray permite cuantificar la expresión 

de miles de genes simultáneamente. Esta cuantificación es proporcional a la 

cantidad de ARNm transcrito de cada gen evaluado. Para incrementar esta 

complejidad sucede que algunos locus génicos son grandes y pueden tener varios 

tipos de transcritos y por ello Affymetrix suele representarlos con varios conjuntos 

de sondas distintos (diferentes probe sets para un mismo gen).  
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Finalmente, para obtener datos fiables es necesario hacer varias replicas 

biológicas de cada muestra, lo cual supone un aumento importante del número de 

datos por experimento. Así, el manejo, tratamiento y análisis de los miles de datos 

de expresión génica derivados de microarray de alta densidad no es trivial y sólo 

se puede abordar computacionalmente siguiendo criterios robustos y sistemáticos 

que tengan significancia y sentido tanto matemático-estadístico como biológico-

funcional [63, 64].  
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Figura 1. Representación esquemática de la plataforma de los microarray de Affymetrix 

utilizados en el estudio. (A) organización de los oligonucleótidos en la micromatriz. (B) 

estructura de las sondas que contienen los oligonucleótidos (25 nucleótidos) para cada 

gen. (C) resultado de la hibridación del ARNc. La intensidad del color representa el nivel 

de expresión para cada uno de los genes que se encuentran en el microarray.  

Adaptado de http://www.affymetrix.com/support/technical/manuals.affx].  
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G. Herramientas bioinformáticas para el análisis de  datos procedentes de 

microarray. 

 

Los microarray de oligonucleótidos diseñados para analizar los perfiles de 

transcripción han estado disponibles desde hace varios años [60, 65]. Aunque, los 

datos brutos de estas matrices se analizan con la ayuda de los  Software 

Microarray Suite (MAS) o GeneChip Análisis Operativo (SMOC) de Affymetrix, 

muchos métodos para analizar los datos en bruto están disponibles actualmente 

[66-68]. Cuando se trata de experimentos con múltiples arrays, es necesario 

normalizar los datos, después de calcular la expresión de los genes. En general, la 

intensidad de la señal puede variar entre arrays y si esta variación no tiene un 

origen biológico, debe ser eliminado. Las variaciones no biológicas pueden surgir 

debido a las diferencias en la preparación de muestras, la producción y el 

procesamiento de arrays. Existen diferentes algoritmos disponibles para 

normalizar los datos de microarray. El MAS 5.0,  y SMOC [60] asumen que las 

diferencias de intensidad entre dos o más microarray están relacionadas 

linealmente, lo cual permite una normalización simple y robusta. Sin embargo, el 

inconveniente es que este método no se  puede ajustar para las relaciones no 

lineales. Schadt et al. [69] encontraron de 10 a 50%  variaciones de genes 

expresados en muchos arrays. En esos casos se necesita de un método 

alteARNtivo de  normalización. Por ejemplo, el programa dChip [66] utiliza un 

método no lineal. En dChip un arrays es elegido como la línea base matriz, a la 

que los demás arrays son normalizados. El algoritmo RMA (Robust Microarray 

Analysis) [68], no utiliza una línea de base matriz, sino que realiza una corrección 

del “background” (ruido de fondo), y una normalización por cuantiles utilizando una 

mediana pulida. Además, es preferible que los genes que cambien de  expresión 

no se deban incluir en el procedimiento de normalización. Por esta razón, algunos 

algoritmos (como dChip) utilizan el  método de normalización del conjunto 

invariante [66], que comprende una serie de sondas que muy probablemente 

tienen el mismo nivel de expresión entre arrays. La clasificación de un conjunto 
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invariante está determinada por la intensidad de la sonda, de forma que cuando 

una sonda tiene aproximadamente el mismo número de clasificación en dos 

matrices, es probable que esta sonda tenga la misma expresión en ambos arrays 

[66].  

Sobre la base de todos los criterios descritos anteriormente, la opción para el 

algoritmo más adecuado para cada conjunto de datos es racionalizado [70]. 

Diferentes algoritmos son optimizados para diferentes conjuntos de datos 

experimentales y, por tanto, el mejor método puede depender de la prueba 

específica, de manera que podría no ser un método perfecto y adecuado para 

todas las condiciones [71]. Además la propuesta de criterios de relevancia 

biológica y reproducibilidad son fácilmente aplicados por cualquier usuario de los 

microarray en su propio conjunto de datos [70].  

 

H. Análisis de expresión génica mediante PCR en tie mpo real (PCR-TR). 

 

Generalmente los resultados de los experimentos de microarray tienen que ser 

validados por medio de otras plataformas, y entre ellas la PCR en tiempo real es la 

más utilizada. La RT-PCR o PCR cuantitativa (q-PCR) es una variación de la PCR 

estándar utilizada para la cuantificación de ADN o de ARN mensajero (ARNm) de 

una muestra [72]. Utilizando cebadores “primers” específicos de secuencia, es 

posible determinar el número de copias o la cantidad relativa de una determinada 

secuencia de ADN o ARN.  

 

Cuando la PCR en tiempo real se combina con una reacción de retro-trascripción 

o RT, puede determinarse la cantidad de mARN de una muestra mediante una 

cuantificación relativa. Dicha cuantificación se denomina relativa ya que se 

compara entre diferentes muestras la cantidad relativa o relación del mARN de un 
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gen especifico respecto a la cantidad de mARN de un gen constitutivo (control 

endógeno)[73]. 

 

Para la cuantificación, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de amplicón 

producido (producto de PCR). La cuantificación del producto se realiza mediante la 

determinación de fluoróforos que se unen al amplicón de forma cuantitativa, de 

forma que a mayor cantidad del producto se emitirá mayor fluorescencia. Los 

sistemas de PCR en tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia producida 

en cada ciclo de PCR y los programas de análisis de datos representan 

gráficamente dicha fluorescencia respecto al número de ciclos. La cantidad de 

amplicón producido es proporcional al número de moléculas de ARN/ADN 

iniciales, de forma que en aquellas muestras con mayor expresión del gen, el 

producto fluorescente va aumentando proporcionalmente en cantidad con cada 

ciclo de reacción. Así  la validación de algunos de los resultados mediante q-PCR, 

determina de manera más precisa el nivel de expresión del gen estudiado, y la vez 

valida el nivel de expresión arrojado por  los microarray [72] . 
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III. OBJETIVOS . 

 

 

 

Objetivo general  

Caracterizar sistemáticamente a través de microarray de oligonucleótidos  los 

perfiles de expresión genética que tienen lugar durante la  respuesta inmune 

temprana frente a Mycobacterium tuberculosis cepa H37Ra, usando un modelo in 

vitro del granuloma tuberculoso.  

 

 

Objetivos específicos 

• Inducir la respuesta granulomatosa en células mononucleares humanas a 

través de la exposición a la cepa H37Ra utilizando el modelo in vitro del 

granuloma tuberculoso humano. 

 

• Determinar los patrones de expresión genética de los granulomas inducidos 

por la cepa  H37Ra utilizando la tecnología de microarray de 

oligonucleótidos de Affymetrix. 

 

• Identificar genes y vías celulares involucradas en el desarrollo de la 

respuesta inmune a través del análisis bioinformático de los patrones de 

expresión genética inducidos por la cepa H37Ra.  

 

• Validar los genes más relevantes obtenidos con el análisis de los 

microarray, aplicando técnicas de PCR en tiempo real.  
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IV. METODOLOGÍA 

 

A. Diseño.  

 

Para la identificación de genes y vías celulares potencialmente relacionadas con la 

respuesta inmune efectiva frente a M. tuberculosis  cepa H37Ra, se diseño un 

estudio de tipo pre-experimental que se fundamento en el análisis sistemático de 

la expresión genética de granulomas inducidos in vitro, a partir de células 

mononucleares de sangre periférica (CMSP) aisladas de individuos sanos. Los 

análisis genéticos se realizaron en granulomas inducidos por M. tuberculosis 

H37Ra en un período de incubación de 24 horas. Se realizaron tres experimentos  

independientes y como control general para el análisis de la expresión genética, 

se utilizaron CMSP no activadas, obtenidas del mismo donante y cultivadas en 

ausencia de la bacteria. 

 

Sujetos. 

Con el debido consentimiento informado, las células mononucleares de sangre 

periférica se aislaron a partir de cuatro donantes diferentes. Para la escogencia de 

los voluntarios sanos, se tuvo en cuenta los siguientes criterios: 

• Adulto joven con edad entre los 20 y 25 años  

• Vacunado con BCG  

• Reactividad negativa a PPD (prueba aplicada durante el estudio) 

• Sin historia de tuberculosis y ausencia de antecedentes personales y 

familiares relacionados con enfermedades de inmunodepresión.  

 

B. Aislamiento de células mononucleares de sangre p eriférica (CMSP). 

 

Las CMSP fueron aisladas de sangre total  procedente de los donantes sanos, 

mediante gradientes de densidad de Ficoll-Hipaque 1077 (Sigma Chemical Co, St 
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Louis, MO), bajo cabina de flujo laminar. La sangre se colectó  en tubos con 

heparina, y por cada 4 ml de sangre total se utilizo 2 ml de Ficoll-Hipaque (la 

relación Ficoll-sangre fue de 1:2). El gradiente de densidad se obtuvo  mediante 

centrifugación durante 30 minutos a 400 x g a temperatura ambiente. Las CMSP 

colectadas en la interfase del gradiente fueron transferidas a tubos Falcon 

estériles y lavadas dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y finalmente las 

CMSP se contaron utilizando una  cámara Neubauer (hemocito-metro). Para todos 

los experimentos, las CMSP se cultivaron en medio de cultivo celular RPMI 1640 

(Sigma) suplementado con 10% suero fetal bovino (Sigma). 

 

C. Cultivo de Mycobacterium tuberculosis , cepa H37Ra. 

 

Para este estúdio, la cepa H37Ra de M. tuberculosis fue donada a nuestro grupo 

por El instituto Nacional de Salud de Colombia, de su colección certificada ATCC 

(American Type Culture Collection, ATCC). La cepa fue cultivada en caldo 

Middlebrook 7H9 suplementado con 10 % de albúmina-dextrosa catalasa (Difco, 

BD Biosciences, Mountain View, CA) y 6 % de glicerol por siete días bajo agitación 

moderada. Los bacilos H37Ra se  recuperaron por centrifugación y se 

almacenaron a -80 °C en alícuotas de 1 ml en PBS su plementado con 10 % de 

glicerol. A partir de estas alícuotas los bacilos  eran cultivados  por 7 días bajo 

agitación moderada en suspensión liquida; los cúmulos bacterianos eran 

removidos por agitación suave con perlas de vidrio de 3mm/diámetro. 

Posteriormente las bacterias eran diluidas a concentraciones apropiadas para la 

inducción de la respuesta granulomatosa. 
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D. Inducción in vitro  de la respuesta inmune granulomatosa. 

 

La inducción de los granulomas se realizo de acuerdo al modelo in vitro descrito 

por  Puissegur et al. [2]. De acuerdo con esto, aproximadamente 1x105 CMSP, 

contadas, y diluidas en platos de cultivo celular de 96 pozos se incubaron con 

aproximadamente 1x104 M. tuberculosis H37Ra en un volumen final de 250 µl de 

medio de cultivo RPMI 1640 por pozo (proporción bacteria:célula de 1:10) [2]. La 

reacción granulomatosa se desarrollo a 37 oC en una atmósfera de 5 % CO2 por 

cinco días. Los experimentos de inducción de la respuesta granulomatosa se 

realizaron por triplicado. En cada experimento, se incluyo un experimento control 

en el que CMSP se incubaron en ausencia de la bacteria. Además, se incluyo un 

control adicional con la bacteria gram-negrativa E. coli ATCC 25922 y la bacteria 

gram-positiva S. aureus ATCC 25923, con la finalidad de determinar la 

especificidad de la reacción granulomatosa. El progreso de la agregación celular 

se monitoreo bajo microscopía óptica y tinción acido alcohol resistente (Zielh-

Neelsen), cada 24 horas durante cinco días. 

 

Medida de la expresión génica con microarray.  

1. Conservación de los perfiles de expresión y extr acción de ARN total. 

 

Al final del período de incubación de 24 h, post-infección de CMSP con H37Ra, el 

medio de cultivo fue removido completamente, y se adiciono inmediatamente al 

plato de cultivo 100µl de solución ARN-later (Ambion)  por pozo, para cubrir 

completamente todas las células y permitir “congelar” los perfiles de expresión de 

ARN, preservar su integridad y mantener sus patrones de expresión inalterados. 

Luego de 10 minutos se colectaron las células para el aislamiento del ARN. Este 

procedimiento se realizó igualmente para el experimento control. 
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Para la extracción del ARN total se utilizo el método del trizol (TriReagent, Sigma) 

de acurdo con las instrucciones del fabricante. El  ARN total se almacenó como un 

precipitado en etanol hasta su envío para su  hibridación a los microarray de 

oligonucleótidos de Affymetrix. 

 

2. Experimentos de microarray. 

 

Para la determinación de los perfiles de expresión ARN, se utilizo  el microarray de 

oligonucleótidos del genoma humano "Human Genome GeneChip U133 plus2" de 

la plataforma de Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA). [60, 62]., el cual contiene 

cerca de 55.000 conjuntos de sondas correspondientes al transcriptoma del 

genoma humano. Además, como control general para el análisis de la expresión 

genética, se utilizo CMSP no activadas, obtenidas del mismo donante. Por lo 

tanto, se utilizaron 6 microarray (3 para ensayos con H37Ra, y 3 para el control de 

CMSP).  

El experimento de microarray se realizó a través del servicio técnico ofrecido por 

las Instalaciones de Microarray afiliadas a New York Medical College, Nueva York, 

Estados Unidos. Este servicio incluyo la síntesis de ADN-copia, síntesis y marcado 

de ARN-copia con biotina, fragmentación del ARN-copia marcado, hibridación a 

microarray, lavado y escaneado, de acuerdo a lo descrito por Affymetrix [60]. 

Básicamente, el ADN complementario (ADNc) de doble cadena se sintetizo a partir 

de ARN poliadenilado. Luego el ADNc se utilizo en una reacción de transcripción 

in vitro (IVT) para producir ARNc marcado con biotina. El ARNc se sometio a 

fraccionamiento antes de hibridizarlo a los microarray. La fragmentación se hizo en 

40 mM Tris-acetato, pH 8.1; 100 mM Acetato de potasio (KOAc); 30 mM Acetato 

de magnesio (MgOAc), e incubado a 94 oC por 35 minutos. Este procedimiento  

fragmento el ARNc en fragmentos de 35-200 nucleótidos en longitud. La 

fragmentación fue monitoreada usando electroforesis en gel de agarosa. 
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Después de la fragmentación, doce (12) ug de ARNc marcado se hibridó en cada 

microarray. El volumen total por cámara de hibridación fue de 200 ul. La 

hibridación se realizó a 45 oC por 16 horas, seguido por el lavado para remover 

ARNc unido no específicamente bajo las condiciones de tiempo, temperatura, y 

estringencia controladas; la adición del conjugado estreptavidina-ficoeritrina al 

ARNc biotinilado, se realizó automáticamente en la Estación de fluidos GeneChip 

(“GeneChip Fluidics Station”). Las micromatrices (arrays), una vez lavadas, fueron 

escaneadas automáticamente por un escáner Hewlett-Packard GeneArray, el cual 

usa un láser de argón para excitar la ficoeritrina incorporada en el ARNc hibridado 

a los oligonucleótidos en la micromatriz,  generando finalmente una imagen de alta 

resolución.  

 

E. Manejo de datos y análisis de resultados. 

 

Los archivos resultantes del escaneado de los “arrays” fueron enviados como 

imágenes de alta resolución para su análisis bioinformático al grupo de 

investigación Genética y Biología Molecular de la Universidad de Cartagena, a 

través de un portal en la web. El análisis cuantitativo de la expresión génica 

consistió en la aplicación de dos herramientas bioinformaticas de amplio uso en 

este tipo de análisis. Primero, las imágenes obtenidas se exportaron al programa 

dChip v1.3 (www.dchip.org), donde se calculó la señal de expresión de cada 

muestra con corrección de background y normalización robusta. Se identifico la 

matriz de microarrys (arrays) con la intensidad de expresión media y a su vez fue  

seleccionado como la línea de base contra el cual los otros “arrays” fueron 

normalizados al nivel de intensidad de las sondas, por el método de normalización 

del conjunto invariante (invariant set normalization method) propuesto por Li-Wong 

[66]. Después de la normalización, se utilizó el modelo “perfect-match-only”, para 

obtener los estimados de la expresión genética y el algoritmo de detección de 

datos con valores altamente discrepantes dentro del “arrays” (outliers) fueron 
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eliminados. Los criterios utilizados para obtener los valores de expresión 

asociados a cada gen evaluado, se encuentran listados en la tabla 1.  

 

Segundo, los valores de expresión obtenidos a través del programa dChip v1.3 se 

exportaron finalmente a los programas Gene Map Annotator and Pathway Profiler 

(GenMAPP)  y MAPPFinder, programas desarrollados en los Institutos Gladstone 

de la Universidad de California en San Francisco (www.genmapp.org) [74], los 

cuales permitieron realizar el análisis de expresión genética en un contexto 

biológico significativo. Con estos programas, después de realizado el análisis 

comparativo de los patrones de expresión genética, los cambios identificados 

entre las muestras y el control, se analizaron en el contexto de grupos funcionales 

y vías celulares. El programa MAPPFinder identifico tendencias biológicas 

globales asociadas a los datos de expresión genética en el contexto de grupos 

biológicos descritos en la bases de datos (términos Gene Ontology, GO). El 

programa calculo el porcentaje de genes que cambiaron para cada MAPP (Map 

Annotator and Pathway Profiler) particular y generó un valor Z (Z score, equivale a 

un valor p= 0.05). Un MAPP es un formato de archivo generado por  GenMAPP el 

cual muestra relaciones biológicas entre genes o productos de genes. Por lo tanto 

un MAPP puede representar una vía metabólica, una cascada de transducción de 

señal intracelular, localizaciones sub celulares o familias de genes [75]. El valor Z 

es un estadístico que refleja los cambios significativos en un grupo específico de 

genes evaluados. El programa GenMAPP permito visualizar gráficamente los 

cambios en el contexto de las vías celulares conocidas, tales como vías 

metabólicas, señales de transducción, compartimientos sub celulares, familias de 

genes, entre otros.  
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Tabla 1. Criterios  para calcular los valores de expresión génica con DNA-Chip 

Analyzer. www.dchip.org.  

 

Criterio de análisis  

Tipo de matriz (arrays) 

Fold change 

(FC)* 

Diferencia  

entre los 

valores de 

expresión  Estadístico  

Expresión génica   ≥ 2.0 

  ≥ 500 

unidades p ≤ 0.05  

 

* FC: número de veces que cambia un gen respecto a la condición experimental a 

la que haya sido sometido (experimento versus control). Se calcula dividiendo el 

promedio de expresión del gen  en el experimento por el promedio de expresión 

del mismo gen en el control.  
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F. PCR en tiempo real (RT-PCR). 

 

La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) se realizo con primers específicos 

para cada gen a validar utilizando las secuencias en GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Se utilizaron los mismos ARNs usados en los 

experimentos con microarray. Los primers se diseñaron usando el software 

Primer3 desarrollado por el Whitehead Institute for Biomedical Research 

disponible en la web [76]. Los primers utilizados están listados en la tabla 2. Para 

los experimentos, 1 ug de ARN total de cada muestra se sometio a transcripción 

reversa usando oligo-dT y el kit de Transcripción Reversa (Promega, Madison, 

WI). Dos microlitros del producto de la transcripción reversa se sometió por 

triplicado a PCR cuantitativo (qPCR) en tiempo real usando el kit LightCycler ADN 

Master SYBR Green system (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, 

Germany) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR 

se realizaron en el equipo para PCR en tiempo real LightCycler TM (Roche, 

Mannheim, Germany) con 2 min pre-incubación a 95 °C  seguido por 40 ciclos de 

amplificación. Los productos resultantes del PCR se sometieron a análisis de 

curva de fusión (melting curve) en el mismo equipo para verificar la ausencia de 

amplificación de productos no-específicos. Para cada corrida de PCR se genero 

una curva estándar usando diluciones seriales de un ADNc estándar [72]. La curva 

estándar se calculó con el Light Cycler 5.32 Software (LC-Run Version 5.32, 

Roche) por regresión de los puntos de corte de las curvas de PCR de las 

diluciones seriadas de los estándares. Los valores de expresión genética se 

cuantificaron como el promedio de las tres réplicas para la reacción granulomatosa 

y los cambios en los niveles de expresión se determinaron por comparación con 

los ensayos control. Se utilizó el estadístico  t de student para el cálculo de los 

valores p. 
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Tabla 2.   Lista de primers utilizados para la validación de 6 genes mediante  PCR 

en tiempo real. 

 Los primers fueron  diseñados con el software primer3, www.primer3.org. 

  

 

 

Gene Left primer  

Right primer 

5`-------3` 

Amplicon 

(pb) 

referencia  

Chemokine (C-C 

motif) ligand 2 

(CCL-2)  

GCCTCCAGCATGAAAGTCTC 

CAGATCTCCTTGGCCACAAT 

233 Este estudio  

cystatin B  AGTCATTCAAGAGCCAGGTG 

AGCTCATCATGCTTGGCTTT  

163 Este estudio  

granulysin  CCAGGTCTGGTCTTCTCTCG 

TGGGCTTATCCACCATCTTC  

202 Este estudio  

granzyme B  GGGGGACCCAGAGATTAAAA 

GTGGCGTTTCATGGTTTTCT  

203 Este estudio  

metallothionein 

1H  

CTTGCAATGGACCCCAACT 

CAGCAGCTGCACTTCTCTGA  

185 Este estudio  

interleukin 8  GTGCAGTTTTGCCAAGGAGT 

CTCTGCACCCAGTTTTCCTT  

196 Este estudio  
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V. RESULTADOS 

 

A. Inducción in vitro  de la reacción granulomatosa frente a M. 

tuberculosis  H37Ra.  

 

La primera etapa del estudio consistió en observar en células mononucleares de 

sangre periférica (CMSP), la capacidad de formar granulomas micobacterianos in 

vitro, de acuerdo con el modelo propuesto por Puissegur M. et al [2]. La figura 2 

representa la formación de las agregaciones celulares que se observaron después 

de 24 horas de incubación de las CMSP con M. tuberculosis H37Ra. Estas  

estructuras celulares  claramente definidas muestran que la respuesta 

granulomatosa se logro obtener in vitro utilizando células humanas incubadas con 

micobacterias vivas, tal como lo indica el modelo de  Puissegur M.  et al [2]. 

Además en el experimento control (CMSP no expuestas a la bacteria) no se  

observo ningún tipo de agregación celular. Al igual que no se observo diferencias 

en la formación de las agregaciones  celulares entre individuos. 

 

La  figura 3, ilustra la cinética de formación de las agregaciones celulares 

monitoreadas bajo microscopía óptica cada 24 horas, durante cinco días. Al final 

de las 48 horas de incubación (figura. 2 B), se observo que las CMSP cultivadas 

en presencia de la micobacteria H37Ra permanecían agregadas  formando 

estructuras celulares compactas, lo que indicaba claras señales de activación 

celular respecto a las CMSP no infectadas, en las cuales no se observó la 

formación de dichas estructuras celulares. A las 96 horas (4 dias) de incubación 

(figura. 2 C), se observaron  disgregadas  a lo largo del plato de cultivo y, 

finalmente a las 120 horas de observación microscópica (figura. 2 D),  las 

agregaciones celulares habían desaparecido. 
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En cuanto a la utilización de  E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 como 

controles adicionales de los experimentos, se observo que la incubación de CMSP 

con estos microorganismos no estimuló la formación de ningún tipo de agregación 

celular, indicando que la respuesta granulomatosa inducida por M. tuberculosis 

H37Ra fue específica. La  figura 4 ilustra estos resultados.  

 

Durante el periodo de seguimiento, se realizaron tinciones Zielh-Neelsen a los 

granulomas formados por las CMSP infectadas. Este tipo de tinción se utilizo para 

la identificación de los bacilos H37Ra, dentro de las agregaciones celulares 

(figura. 5). Los resultados de estos experimentos permitieron observar con detalle, 

que las agregaciones celulares in vitro fueron producto del reclutamiento y la 

migración de CMSP alrededor del bacilo; además,  las micobacterias (H37Ra) se 

lograron observar entre y posiblemente dentro de las células que formaban la  

agregación celular. 

 

 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Respuesta granulomatosa inducida a las 24 horas de incubación. (1) imagen 

tomada del modelo Puissegur, M. et al. Cell Microbiol, 2004 indicando un granuloma in 

vitro inducido por M. bovis- BCG (x400). (2) CMSP cultivadas en ausencia de la 

micobatceria H37Ra, experimento control (x100). (3, 4, 5) CMSP de tres individuos no 

relacionados, infectadas con H37Ra (x100). Las flechas indican la agregación celular.  
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Figura 3.  Cinética de la formación de las agregaciones celulares (granulomas in vitro)  

inducidas por H37Ra. (1)Células mononucleares de sangre periférica (CMSP) controles. 

(2) CMSP infectas incubadas con H37Ra. A: 0 hora; B: 24-48 h; C: 72-96 h; D:120 h, (X 

200). 
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Figura 4 . Células mononucleares de sangre periféricas (CMSP) infectadas con E. coli 

ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923. (1) CMSP controles. (2) CMSP + E. coli  a las 24 

h. (3) CMSP + E. coli  a las 96 h. (4) CMSP + S. aureus  a las 24 h. (5) CMSP + S. aureus  

a las 96 h. 
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Figura 5 . Tinción Zielh-Neelsen en CMSP infectadas con M. tuberculosis H37Ra. (1) 

agregaciones celulares en cultivo a las 24 horas de incubación, x100. (2) tinción Zielh-

Neelsen 24 h. (3, 4)  tinción 48 h. (5, 6) tinción 72 h. Las flechas indican las bacterias 

acido alcohol resistentes (micobacteria H37Ra) que están entre y posiblemente dentro de 

las células que forman el granuloma. Todas las tinciones se observaron en microscopio 

óptico x1000. 
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B. Resultados de los microarray de oligonucleótidos . 

 

Los patrones globales de expresión genética de las CMSP no infectadas (control) 

y de las CMSP infectadas con M. tuberculosis H37Ra (experimento), se 

cuantificaron con el microarray de oligonucleótidos del genoma humano "Human 

Genome GeneChip U133 plus2" de la plataforma de Affymetrix.  

 

Después de haber realizo el proceso de hibridación de las muestras de ARN en 

cada microarray de oligonucleótido (micromatriz), un escáner generó una  imagen 

por cada micromatriz utilizada (tres para los controles y tres para los 

experimentos). Esta imagen representa la intensidad de fluorescencia emitida por 

el ARN hibridado con cada una de las sondas de oligonucleótidos que se 

encuentran fijas en la  micromatriz.  

 

Una vez adquiridas la imágenes y antes de realizar cualquier tipo de análisis se 

observo las imágenes de cada uno de los microarray utilizando el programa Dchip 

Analyzer, para ver si los microarray habían funcionado bien de modo global. Se 

realizo una exploración visual de cada imagen para detectar si había  algún 

posible defecto observable como manchas o zonas de hibridación desigual. En la 

figura 6 se ilustra una imagen de los microarray, representativa de los controles 

(A) y de los experimento (B). En esta se observa  que las imágenes obtenidas 

fueron homogéneas y de buena calidad indicando que la hibridación del ARN en 

las micromatrices fue exitosa. Luego de este procedimiento se calculo el nivel de 

expresión para  cada gen utilizando el mismo programa.  
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Figura 6. Adquisición y procesamiento de la imagen fluorescente de los microarray. (A) 

control. (B) experimento. En este estudio se obtuvo tres replicas para el control y tres 

replicas para el experimento 
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C. Análisis cuantitativo con el programa D-chip. 

 

El cálculo de la señal de expresión de los genes en cada uno de los microarray de 

modo global, se realizo con el algoritmo Dchip analyzer. Se hizo una comparación 

entre los microarray de las CMSP infectadas versus CMSP no infectadas, teniendo 

en cuenta los criterios listados en la tabla 1 de la sección de métodos. Los 

resultados de este algoritmo dieron lugar a los valores de expresión absolutos, en 

una escala que cuantifico la cantidad de ARNm presente en cada muestra. De 

esta forma se obtuvo un número de genes con niveles de expresión alterados con 

respecto al control. La tabla 3 resume el número de genes alterados. 

 

 

Tabla 3.  Resultados de la expresión genética en CMSP + H37Ra versus CMSP 

controles. Utilizando Dchip Analyzer. 

* Microarray de oligonucleótidos de Affymetrix utilizado en el estudio 
++ Fold change ≥ 2.0  

Diferencia de expresión CMSP+H37Ra Vs CMSP ≥ 500 unidades, p ≤ 0.05 

 

 

 

CMSP+H37Ra Vs CMSP 

 

Medida 

de 

expresión 

 

No. de genes 

medidos 

(GeneChip U133 

plus2  humano)* 

 

No. de genes 

significativos++ 

 

Genes de función 

desconocida 

Sobre 

expresados 

Sub 

expresados 

 

24 horas 

 

25.690 

 

2195 

 

106 

 

45 
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Después de calcular  la expresión diferencial significativa entre los microarray de 

los dos estados estudiados (control versus experimento), el programa Dchip 

proporciono una lista completa de los genes significativos en un archivo adjunto 

(en formato EXCEL, .xls) que incluyo los identificadores de cada gen y sus 

parámetros de significancia: valor p  y fold change. Además, el archivo incluyo los 

nombres y descripción de cada gen. En la lista se diferenciaron dos grupos de 

genes: los genes que se sobre expresan  y los que se reprimen respecto a los 

controles. 

 

A modo ilustrativo la figura 7, presenta una tabla que corresponde a la cabecera 

del archivo de genes con los 30 primeros genes más significativos ordenados por 

el valor p. En la tabla completa la significancia de cada gen es dada por este valor 

p, y toda la lista esta ordenada de menor (más significativo) a mayor (menos 

significativo). Este orden permitió seleccionar genes concretos y  evaluar el 

significado biológico combinado con el significado estadístico, como lo indica la 

siguiente sección de los resultados.  
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Figura 7. Imagen del archivo en formato EXCEL proporcionado por DChip Anlayzer. Las 

columnas A (pobe set), B (gene),C (accesion) y D (term Entrez Gene) de la imagen 

representan las diferentes anotaciones de cada uno de los genes en el microarray 

evaluado (GeneChip U133 plus2  humano), lo cual permite identificar cada gen dentro de 

las bases de datos disponibles en la web. Las columnas E (control 1), F (control 2), G 

(control 3) corresponden a los valores de cada microarray control, mientras que las 

columnas I, J, K representan los valores de expresión en los microarray experimentos 

(CMSP+ H37Ra). Igualmente el archivo incluye los valores del fold change y los valores p 

para cada gen analizado (columna resaltada) Todos los valores registrados en la tabla 

fueron calculados automáticamente por el algoritmo Dchip. 
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D. Análisis de expresión genética a nivel de vías b iológicas y procesos 

biológicos (términos Gene Ontology).  

 

Los valores de expresión calculados con el programa Dchip fueron exportados a 

los programas GenMAPP y MAPPFinder para su análisis en un contexto biológico 

significativo. El programa MAAPPFinder se utilizo para generar perfiles de 

expresión genética frente a todos los procesos biológicos representados en la 

ontología de los genes (Gen Ontology, GO, www.geneontology.org). El GO es la 

plataforma en la red que describe todas las posibles asociaciones biológicas de un 

gen respecto a los  procesos biológicos, los componentes celulares y las funciones 

moleculares que desempeñan [77]. Para este análisis, se utilizó la base de datos 

que contiene los perfiles de vías y anotaciones de GO para el humano (Map 

Annotator and Pathway Profiler, MAPPs) la cual fue importada desde la plataforma 

del programa GenMAPP (www.genmapp.org) hasta el programa MAPPFinder (un 

total de 300 GO MAPPs fueron descargados). Luego los valores de expresión 

calculados en los microarray fueron sometidos al análisis. Los resultados de este 

análisis  MAPPFinder  se ordenaron de acuerdo al valor Z calculado y al 

porcentaje de genes significativos para cada término GO (ver tabla 4).  

 

Este análisis revelo que el 60% de los genes alterados estaban realacionados con 

procesos de respuesta inmune (procesamiento antigénico, vías de señalización 

TNF, IL6, IL8, activación de quimiocinas),  25% de los genes estaban relacionados 

con procesos metabólicos y el 15% de los genes relacionados con procesos de 

estrés oxidativo y apoptosis. Los resultados se representan en la Tabla 4 y 5. Los 

resultados representados en las Figuras 8 y 9  se explican en detalle en la sección 

de discusión. 
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Tabla 4.  Asociaciones biológicas de los genes alterados en CMSP infectadas con H37Ra 
comparados con CMSP controles (24 horas post infeccion). El valor de corte para Z fue ≥ 
2.0 (equivalente a un valor p≤0.05). Los resultados fueron obtenidos a través del análisis 
MAPPFinder. 

Nombre del término GO 
Termino  

GO 
Nº genes 

cambiados 
Nº genes 
medidos 

% genes 
cambiados Valor Z  

proteasome complex (sensu 
Eukaryota) C 30 48 62.5 11.8 

MHC protein complex C 26 51 51.0 9.5 

immune response P 127 586 21.7 9.1 
antigen processing and 
presentation P 31 74 41.9 8.9 
antigen processing and 
presentation of peptide antigen P 22 45 48.9 8.4 

metabolic process P 908 7227 12.6 8.3 

MHC class II receptor activity F 8 10 80.0 7.2 
proteolysis involved in cellular 
protein catabolic process P 44 163 27.0 6.9 

MHC class I protein complex C 17 38 44.7 6.9 

response to stimulus P 296 2097 14.1 5.9 

I-kappaB kinase/NF-kappaB P 32 136 23.5 5.0 

apoptosis P 113 724 15.6 4.7 

response to stress P 137 915 15.0 4.6 

heat shock protein binding F 16 59 27.1 4.2 

interleukin-4 binding F 2 2 100.0 4.1 

interleukin-4 receptor activity F 2 2 100.0 4.1 

interleukin-8 receptor binding F 2 2 100.0 4.1 

T cell differentiation P 15 56 26.8 4.0 

immunological synapse C 8 22 36.4 4.0 

regulation of apoptosis P 80 510 15.7 3.9 

lysosome C 30 151 19.9 3.8 

lytic vacuole C 30 151 19.9 3.8 
induction of apoptosis by 
extracellular signals P 11 39 28.2 3.6 

chemokine activity F 11 41 26.8 3.4 



52 

 

Tabla 5. Análisis GenMAPP/MAPPFinder a nivel de vías celulares expresadas 
significativamente tras la infección de CMSP con H37Ra (genes expresados  24 
horas post infección). 
 

gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

INTERACCION HUESPED-PATOGENO  

Vía receptores tipo Toll (Toll-like_receptor)     19.6 2 

Toll-like receptor 1, TLR-1 7096 -1,41 
Toll-like receptor 2,  TLR-2 7097 2,68 
Toll-like receptor 4, TLR-4 7099 1,19 
Toll-like receptor 6, TLR-6 10333 -2,72 
CD14 molecule A157 929 4.01 
CD86 molecule 942 3.8 
MYD88 (myeloid differentiation primary response gene-88) 4615 3.43 
STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) 6775 3.64 
STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1)  6772 16.74 
STAT 6(signal transducer and activator of transcription 6) 6778 2.87 
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha) 5295 2.43 
nudE nuclear distribution gene E homolog like 1 (A. nidulans) 81565 4.25 
NF- kB polypeptide gene enhancer in B-cells 1 (p105) 4790 3.46 
NF- kB polypeptide gene enhancer in B-cells 2 (p49/p100) 4791 7.02 
NF- kB polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha 4792 3.62 
TRAF 1 (receptor associated factor TNF 1) 4615 11.54 
 MAK 2 (mitogen-activated protein kinase kinase 2) 5605 2.54 
interleukin-1 receptor-associated kinase 1 3654 7.49 
interleukin 8 3576 11.69 
interleukin 6 (interferon, beta 2) 3569 8.77 

Vía complejo mayor de histocompatibilidad (MCH tipo  I y II) 

 major histocompatibility complex, class I, B 3106 2.6 
Major histocompatibility complex, class I, C 3107 5.34 
major histocompatibility complex, class I, E 3133 2.56 
major histocompatibility complex, class I, F 3134 3.89 
major histocompatibility complex, class II, DM alpha 3108 3.65 
major histocompatibility complex, class II, DM beta  3109 3.82 
major histocompatibility complex, class II, DO alpha 3111 7.57 
major histocompatibility complex, class II, DO beta 3112 3.7 
major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 3113 6.8 
major histocompatibility complex, class II, DP beta 1 3115 8.16 
major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 3117 6.94 
major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 / 3119 5.29 
major histocompatibility complex, class II, DR alpha 3122 5.99 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

val or 
Z 

major histocompatibility complex, class II, DR beta 1  3123 5.36 
major histocompatibility complex, class II, DR beta 4  3126 7.35 
major histocompatibility complex, class II, DR beta 6  3128 4.56 

Lectinas 

C-type lectin domain family 2, member D 29121 8.36 
C-type lectin domain family 5, member A 23601 5.01 
C-type lectin domain family 2, member B  94158 3.77 
lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3) 3958 7.05 

RESPUESTA INMUNE INNATA Y ADAPTATIVA 

Vía de señalización IL-1     28.9 2.2 

interleukin 1, alpha 3552 4.33 
interleukin 1, beta 3553 4.46 
interleukin-1 receptor-associated kinase 1 3654 7.49 
signal-regulatory protein alpha 1E+05 3.13 
calpain, small subunit 1  826 5.62 
hypothetical LOC51149 51149 3.19 

Vía de señalización TNF-alpha-NF- kB     29.1 5 

Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 7124 3.83 
TRIAD3 protein 54476 4.59 
TRAF family member-associated NFKB activator 10010 4.75 
TNFRSF1A-associated via death domain 8717 8.98 
TNFAIP3 interacting protein 2 79155 9.32 
TNF receptor-associated factor 5 7188 3.48 
TNF receptor-associated factor 1 7185 11.54 
Unc-5 homolog C (C. elegans)-like 2E+05 2.36 
ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3  7323 3.92 
tyrosine 3-monooxygenase 7534 3.26 
tyrosine 3-monooxygenase 10971 3.49 
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 7128 3.5 
tumor necrosis factor receptor superfamily, 1B 7133 2.99 
ribosomal protein L4  6124 2.26 
receptor-interacting serine-threonine kinase 2 8767 3.17 
protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic subunit,  5515 3.11 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit 9861 5.47 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit 5707 5.64 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit 5701 4.71 
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit 5700 2.37 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit 5719 3.06 
programmed cell death 2 5134 3.34 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene  4792 3.62 
neutral sphingomyelinase (N-SMase) activation  factor 8439 3.4 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 3E+05 2.52 
LIM domain containing 2 80774 6.6 
leucine-rich PPR-motif containing 10128 3.55 
histone deacetylase 1 3065 2.82 
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B  3326 5.11 
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A  3320 4.24 
guanine nucleotide binding protein (G protein) 10399 3.49 
filamin A, alpha (actin binding protein 280) 2316 4.59 
fibrillarin  2091 4.03 
Fanconi anemia, complementation group F  2188 2.92 
eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform 3 9775 3.19 
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, X-linked 1654 3.18 
cylindromatosis (turban tumor syndrome) 1540 4.97 
copper metabolism (Murr1) domain containing 1 2E+05 5.79 
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 8837 10.38 
casein kinase 2, beta polypeptide 1460 5.65 
calpain 3, (p94) 825 8.49 
B-cell CLL/lymphoma 3 602 4.19 
baculoviral IAP repeat-containing 2 329 2.79 
A kinase (PRKA) anchor protein 8 10270 3.2 

Vía interferon gamma      32.4 2.7 

interfreron gamma 3458 7.04 
cathepsin A 5476 3.01 
cathepsin C 1075 3.27 
cathepsin D 1509 3.39 
cathepsin H 1512 4.97 
cathepsin L 1514 2.34 
cathepsin O 1519 4.12 
cathepsin W  1521 3.91 
intercellular adhesion molecule 1 (CD54) 3383 2.78 
interferon gamma receptor 1  3459 3.63 
interferon regulatory factor 7 (IRF 7) 3665 7.8 
interferon rgulatory factor 1 (IRF 1) 3661 4.23 
interferon rgulatory factor 3 (IRF 3) 3663 3.57 
interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 3433 4.05 
interferon-stimulated transcription factor 3, gamma 48kDa 10379 9.27 
interfreon-inducedprotein 44L (IFI44L) 18.07 
interleukin 1, beta 3553 4.46 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

major histocompatibility complex, class I, B  3106 3.47 
natural cytotoxicity triggering receptor 1 (NKp46) 9437 3.61 
natural killer-tumor recognition sequence (NKTR) 4820 6.77 
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9  5698 21.17 
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9  5698 21.17 
signal transducer and activator of transcription 1, (STAT1) 6772 16.74 
transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 6890 7.27 

Respuesta inflamatoria y citocinas        34.4 2.8 

     chemokine (C motif) ligand 1  6375 3.71 
adhesion regulating molecule 1 11047 7.23 
CCL18 (DC-CK1) 6362 10,32 
CCL19 (MIP-3b) 6363 2,15 
CCL2 (MCP-1) 6347 8,34 
CCL20 (MIP-3a) 6364 8,9 
CCL3  (MIP-1a) 4E+05 1,23 
CCL4 (MIP-1b) 6351 10,08 
CCL5 (RANTES) 6352 5,69 
CCL7 (MCP-3) 6354 5,59 
CCL8 (MCP-2) 6355 11,09 
CD86 molecule 942 3.8 
CXCL1 (GRO-a) 2919 2,08 
CXCL10 (IP-10) 3627 7,73 
CXCL2 (GRO-b) 6347 8.34 
CXCL5 (ENA-78) 6374 11,58 
XCL1(LINFOTACTINA 6375    3,71 
XCL2 (SCM-1b) 6846    5,14 
Chemokine (C-C motif) receptor 2 2920 3.8 
chemokine (C-X-C motif) receptor 4  7852 7.08 
IL12p35 interleukin 12A  3593 1,42 
IL12p40 interleukin 12B 3592 -3,29 
IL15 interleukin 15 3600 4.7 
interleukin 15 receptor, alpha 3601 5.83 
interleukin 2 receptor, alpha 3559 4.83 
interleukin 2 receptor, gamma  3561 4.55 
interleukin 4 receptor 3566 2.93 
interleukin 6 (interferon, beta 2) 3569 8.77 
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 3932 2.86 
natural killer-tumor recognition sequence 4820 6.77 
T cell receptor alpha locus 6964 3.29 
ADAM metallopeptidase domain 10 102 2.39 
ADAM metallopeptidase domain 28 10863 4.15 
ADAM metallopeptidase domain 8  101 3.69 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

thrombospondin 1 7057 3.63 
tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 7124 3.83 
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B 7133 2.99 
zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa 7535 3.68 

MUERTE CELULAR 

Vía de la apoptosis     25.3 2.3 

apoptosis antagonizing transcription factor 26574 4.13 
apoptosis, caspase activation inhibitor 57099 2.73 
Apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated, 2 84883 2.4 
apoptosis-inducing, TAF9-like domain 1 4E+05 2.12 
baculoviral IAP repeat-containing 2 329 2.79 
BCL2 665 3.02 
BCL2 binding component 3 27113 5.63 
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like 665 3.02 
BCL2-associated athanogene  573 2.64 
BCL2-associated athanogene 3 9531 2.88 
BCL2-associated athanogene 5 9529 1.94 
BCL2-associated X protein 581 3.14 
BCL2-associated X protein 581 3.19 
BCL2-like 10 (apoptosis facilitator) 10017 -3.03 
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) 10018 2.05 
BCL2-like 2 599 3.66 
BH3 interacting domain death agonist 637 3.16 
BH3 interacting domain death agonist 637 2.66 
BH3 interacting domain death agonist  637 6.94 
BH3 interacting domain death agonist  637 6.94 
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 8837 10.38 
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 8837 10.38 
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 8837 3.3 
caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase 1E+05 5.01 
caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase  835 2.22 
caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase 836 3.73 
caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 837 4.5 
caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase 842 2.95 
caspase recruitment domain family, member 10 29775 -1.52 
Caspase recruitment domain family, member 4 10392 -1.63 
caspase recruitment domain family, member 6  84674 2.03 
caspase recruitment domain family, member 8 22900 4.33 
cystatin A (stefin A) 1475 7.73 
cystatin B (stefin B) 1476 6.58 
cystatin F (leukocystatin) 8530 6.15 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

 
damage-specific ADN binding protein 2, 48kDa 1643 7.36 
defender against cell death 1 /// defender against cell death 1 1603 3.53 
DNA-damage-inducible transcript 3 1649 11.59 
Fas (TNF receptor superfamily, member 6) 355 7.08 
Granulysin 10578 6.94 
granzyme A 4.44 
granzyme B  3002 9.6 
granzyme H  2999 3.17 
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha) 5295 2.43 
TNF receptor-associated factor 1 7185 11.54 
TNFRSF1A-associated via death domain 8717 8.98 
tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 7124 3.83 
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 
(TNFRSF10B) 8795 3.08 
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B 7133 2.99 
tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome) 7157 3.04 

ESTRÉS OXIDATIVO Y OTROS 
Estrés oxidativo     3.8 2.4 

plasminogen activator, urokinase receptor  5329 5.2 
TAR ADN binding protein  23435 4.31 
metallothionein 1X 4501 45.89 
metallothionein 1H 4496 36.17 
metallothionein 1H-like protein 6E+05 35.16 
metallothionein 1E (functional) 4493 32.95 
metallothionein 1G 4495 32.52 
metallothionein 1X 4501 32.38 
tryptophanyl-tARN synthetase 7453 32.29 
metallothionein 1M 4499 30.86 
serine peptidase inhibitor, Kazal type 1 6690 30.84 
metallothionein 1F (functional) 4494 29.84 
matrix metallopeptidase 9  4318 10.81 
phospholipase A2, group IVB (cytosolic) 8681 4.63 

Vía síntesis de folato (Hs_Folate_WP176)     26.2 2 .3 

     superoxide dismutase 1, soluble  6647 3.68 
glutathione peroxidase 1 2876 6.11 
glutathione peroxidase 4  2879 3.57 
superoxide dismutase 2, mitocondrial 6648 3.43 
tumor protein p53  7157 3.04 
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Continución tabla 5 
 

Gene 
Entrez 
Gene 

fold 
change  

% genes 
cambiados  

valor 
Z 

 
intercellular adhesion molecule 1, ICAM1 (CD54) 3383 2.78 
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1) 19 2.92 
5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase 4548 9.06 
hemoglobin, beta  3043 29.77 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells 2  4791 7.02 
hemoglobin, alpha 2  3040 48.34 

Vía receptores acoplados a proteína G (Hs_G13_Signa ling)   32.4 2.7 

G protein-coupled receptor 84 53831 7.94 
G protein-coupled receptor kinase 5 2869 4.53 
G protein-coupled receptor 108 56927 4.13 
G protein-coupled receptor kinase interactor 2 9815 4.06 
G protein-coupled receptor 89A  51463 3.47 
G protein-coupled receptor 109B  8843 3.09 
G protein-coupled receptor 89A 89 51463 2.92 
cofilin 1 (non-muscle) /// cofilin 1 (non-muscle) 1072 3.04 
calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta) 808 7.52 
profilin 1 5216 3.28 
protein phosphatase 1, catalytic subunit, beta isoform 5500 4.12 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 4216 4.27 
cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa) 998 2.31 
WD repeat domain 54 84058 3.48 
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Figura 8.  Activación de la vía de los receptores tipo toll implicada en el reconocimiento 

de M. tuberculosis H37Ra. Los cambios de expresión génica se designaron por el 

software GenMAPP (www.GenMAPP.org) y fueron medidos ala s 24 horas de infección. 

Los genes sobre expresados se encuentran en color rojo. Los genes con expresión 

disminuida se encuentran en color verde. Los genes que no cambiaron se muestran en 

color negro. Adaptado de Valerie Quesniaux , et al. Microbes and Infection 6 (2004) 946–

959 [81] y editado a partir del software GenMAPP (ver anexo 1 mapa original). 
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Figura 9.  Modelo de activación de la respuesta inmune innata y adaptativa frente a M: 

tuberculosis H37Ra. Los cambios de expresión génica se designaron por el software 

GenMAPP (www.GenMAPP.org) y fueron medidos ala s 24 horas de infección. Los genes 

sobre expresados se encuentran en color rojo. Los genes con expresión disminuida se 

encuentran en color verde. Los genes que no cambiaron se muestran en color negro. 

Adaptado de Valerie Quesniaux , et al. Microbes and Infection 6 (2004) 946–959 [81] y 

editado a partir del software GenMAPP (ver anexo 2 y 3 mapas originales). 

 

 

 



61 

 

E. Resultados de PCR en tiempo real ( PCR-TR). 

  

Con el fin de validar los datos de microarray, se realizó PCR-TR para seis (6) 

genes usando los mismos ARNs utilizados en los experimentos de microarray. El 

PCR-TR se realizó en los genes CCL2 e IL-8 (CXCL8), quimiocinas pro 

inflamatorias. Para los genes cystatin B, granzime B, y granulysin, moléculas 

efectores que participan en mecanismos de muerte celular dependiente de 

linfocitos T citotóxicos, y finalmente para el gen metallothionein 1H, que se ha visto 

implicado en la inducción de quimiocinas in vitro [78] 

 

Los Resultados de los PCR-TR se resumen en la tabla 6. Los valores  positivos 

indican un aumento en la expresión genética en el grupo de CMSP infectadas con 

H37Ra en comparación con el grupo de control (CMSP no infectadas). Para todos 

los genes analizados, los niveles de expresión génica en los análisis de PCR-TR 

fueron consistentes con los observados en los experimentos de microarray.  

 

Las figura 10 ilustra los resultados de los experimentos del PCR-TR para tres 

genes. 
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Tabla 6. Cambios de la expresión génica de seis genes en el grupo de las CMSP 

infectadas versus CMSP no infectadas validado por PCR-TR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

GEN RT-PCR  Microarrys  

 
FOLD CHANGE 

H37Ra P  valor  

FOLD 

CHANGE 

H37Ra P valor 

CCL2 6,0 0,00056 + 8,34 0,0001 

cystatin B (stefin B) 96,1 0,0056 + 6,58 0,0045 

granzyme B  76,0 0,0011 + 9,6 0,0015 

interleukin 8 43,0 0,00019 + 11,69 0,0001 

metallothionein 1H 39,0 0,0386 

 

+ 36,17 0,0000 

granulysin  41,0 0,00012 + 6,94 0,0041 
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Figura 10.  Resultados de PCR-TR para los genes granulisyn (A), cystatin (B) y 

metallothionin 1H (C). En el eje de las “X” se observa el número de ciclos de la 

amplificación y el eje de la “Y”  indica los niveles de fluorescencia detectados para cada 

gen respecto al control. 

 

 

 

A 

B C 
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VI. DISCUSION 

 
 

La formación y mantenimiento de granulomas a nivel pulmonar es la principal  

defensa del huésped frente a M. tuberculosis (Mtb) [79]. Por lo tanto, es esencial 

entender como ocurre la formación y mantenimiento de los granulomas y que 

eventos moleculares juegan un papel fundamental en la protección contra este 

patógeno, ya que en la actualidad se desconocen. De esta manera, en este 

estudio se tomo el modelo in vitro del granuloma tuberculoso humano [2], con el 

cual se busco analizar los perfiles de expresión genética en células 

mononucleares de sangre periférica expuestas a una cepa especifica de Mtb. 

Además el desarrollo de granulomas in vitro inducidos por micobacterias vivas se 

complementa muy bien con los modelos desarrollados in vivo en animales [38]. El 

modelo permito analizar sistemáticamente la expresión global de genes que 

podrían estar involucrados en una respuesta inmune temprana frente a Mtb 

H37Ra. Además, este modelo permitió visualizar posibles eventos moleculares 

tempranos cruciales en la inmunidad protectiva frente a Mtb, como fueron la 

expresión de citocinas y quimiocinas, la expresión de mediadores de respuestas 

innatas y adaptativas, los cuales podrían ser objeto de posteriores investigaciones 

sobre tuberculosis. 

 

Aunque se debe tener en cuenta que  la respuesta inmune humana frente a Mtb 

puede ser muy diferente a la respuesta en modelos animales, estos estudios se 

convierten en los primeros intentos para tratar de elucidar los complejos 

programas genéticos que se llevan a cabo durante la infección micobacteriana en 

el humano. En este sentido, el análisis bioinformático de la expresión genética hizo 

énfasis en los principales procesos biológicos que se vieron alterados en 

respuesta a la infección por M. tuberculosis H37Ra. Primero, a nivel de la 

interacción  huésped-patógeno y luego a nivel de las respuestas inmunes innata y 

adaptativa, las cuales son discutidas a continuación. 



65 

 

Interacción huésped-patógeno. 

 

El reconocimiento de Mycobacterium tuberculosis durante la respuesta inmune del 

huésped se da a través de los receptores tipo toll (TLR), especialmente el TLR-2 

[80, 81]. En nuestro estudio, no se detectaron niveles significativos de expresión 

para ninguno de los TLR descritos; sin embargo, cabe destacar que los genes 

para moléculas co-estimuladoras (CD14), moléculas traductoras de señal 

intracelular (MyD88, TRAF-1, MAK-2), factores de transcripción (NFκ-B), entre 

otros, se encontraron significativamente alteradas en comparación con los 

controles (tabla 5, sección interacción huésped-patógeno). Todas estas moléculas  

en conjunto participan en la expresión de citocinas y quimiocinas proinflamatorias 

a través de la vía de los TLRs [81], lo que indicó la activación de esta importante 

vía de la respuesta inmune innata frente a Mtb (cepa H37Ra). Recientes estudios, 

han indicado que la expresión de transcriptos para TLR-1 y TLR-6 depende de la 

virulencia de la cepa y está regulado por la capacidad de respuesta del huésped 

[38].  

 

Varios genes involucrados en la presentación de antígenos vía complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I y clase II (MHC-I, II) fueron sobre expresados 

significativamente por la infección con H37Ra. Estos hallazgos indican que la cepa 

H37Ra fue capaz de activar una respuesta inmune mediada por células T; sin 

embargo, estos  resultados contrastan con los descritos por Noss E, et al [82],  

quienes muestran como la infección de macrófagos murinos derivados de medula 

osea infectados con Mtb H37Ra viable inhibe la expresión en superficie de MHC 

clase II. Otros autores atribuyen la inhibición de moléculas tipo MHC-II a 

determinantes antigénicos presentes en algunas micobaterias (antígeno de 19KD) 

[83]. Además, la expresión de moléculas MHC aumenta por las citocinas 

producidas durante las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas [84]. 
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Respuesta inmune innata y adaptativa.  

 

Las diferencias en la expresión génica de células mononucleares de sangre 

periférica en la que se encuentran células T CD4+(10%),  T CD8+(8%), linfocitos 

NK (20%), monocitos  (10%) entre otras  fue evidente en nuestro estudio  y el 

análisis de microarray fue consistente con estudios recientes desarrollados en 

macrófagos humanos [64], células broncoalveolares de pacientes con TB activa 

[85] y modelos animales [38]. Por ejemplo, la expresión de genes que codifican 

para la activación de Celulas T  CD8+  aumentó de manera específica (tabla 5), 

una observación que se ha relacionado con aumento de la carga bacteriana [86]. 

Entre estos genes, se encontraron algunos que codifican para miembros de la 

familia de las péptidasas tipo catepsina de clse A, C, D y W, las cuales participan 

en la activación de linfocitos CD8+. La catepsina C está involucrada en la 

activación de las granzimas y en los procesos de muerte medida por citotoxicidad  

de las células T  [87] mientras que la catepsina W  se asocia además con células 

NK mostrando un papel esencial en la citotoxicidad [88]. Las demás catepsinas 

encontradas están involucradas en las mismas rutas de activación de linfocitos. 

Igualmente, la expresión de genes que codifican las granzimas A, B,  y H se 

detectaron en nuestro estudio. El papel de la granzima A y B en la inducción de 

muerte celular por los linfocitos citotóxicos está bien establecida [89] y la granzima 

H complementa la función pro-apoptotica de la granzima B en las células  NK [90]. 

De esta manera, estos genes alterados describen como el modelo permitió 

interrogar este tipo de eventos de activación celular dirigida a controlar el 

patógeno invasor, tan solo en 24 horas de infección. 

 

Puesto que las células  T CD8+ y las  células NK producen y secretan granzimas 

en respuesta a la infección [91], se han reportado diferencias en los niveles de 

transcripción inducidos por H37Ra respecto a los niveles inducidos por la cepa 

H37Rv lo que podría ser el resultado de los aportes diferenciales de las células NK 

y CD8+ durante la infección con Mtb, y que  esto dependería  del grado de 
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virulencia de la cepa [38]. Nuestros hallazgos evidencian una fuerte expresión 

génica relacionada con la activación de estas células citotoxicas. 

 

Los genes que codifican NKp46 y NKTR, receptores especificos de activación de 

células  T NK, (Tabla 5) fueron inducidos fuertemente en las CMSP infectadas con 

H37Ra y apoya las conclusiones que implican el papel de las células NKT en 

tuberculosis [92]. Se ha descrito la importancia de las células NK en huéspedes 

susceptibles y como podrían contribuir a la resistencia de ratones iNOS-/ - a una 

infección H37Ra [93]. Además se encontró niveles de sobreexpresión de los 

genes que codifican para la IL-15 e IL-2, citocinas implicadas en la proliferación y 

mantenimiento de células NK. 

 

El papel que desempeñan  las células T tipo Th1 en la tuberculosis  es bien 

aceptada [91], y la cepa H37Ra causo fuerte inducción en la transcripción de 

genes para citocinas típicas de una respuesta tipo Th1 como el IFN-γ, TNF-α, IL-6 

e IL-1, citocinas que median funciones importantes en la resistencia a M.tb [91]. 

Muchos genes inducibles y reguladores de IFN-γ como IFI-16, IFI-30, IFI-44, IRF-

3, IRF-7 y IRF-1 mostraron tendencias de expresión elevadas. Estos hallazgos 

apoyan la correlación entre las citocinas efectoras, la infección por el patógeno 

para activar la expresión de las mismas y la noción de que la producción de 

citocinas que conducen a una respuesta Th1 se relacionan directamente con la 

carga bacterianaque infecta a los macrofagos [86]. 

 

Se detectaron niveles elevados de quimiocinas CCL19 y CCL20 en las CMSP 

infectadas. Dos quimiocinas que participan en la activación y reclutamiento de 

células linfocitarias hacia los tejidos inflamados. Estas quimiocinas han sido 

asociadas fuertemente con la formación de estructuras linfoides terciarias en los 

pulmones durante las infecciones virales (iBALT) [94]. Ademas dichas estructuras 

linfoides también relacionadas  con la defensa del huésped frente a la infección de 

L. monocytogenes [95]. Esto sugiere, que también podrían expresarse  durante la 
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tuberculosis y desempeñen un papel regulador durante la infección. Ya que 

actualmente se conoce muy poco acerca de sus funciones en la infección 

tuberculosa [96, 97]. 

 

Una respuesta pro inflamatoria tipo Th17 mediada por células T CD4+ también ha 

sido asociado con la protección frente a Mtb [98]. En el establecimiento de esta 

respuesta la  IL-17 es reconocida como una citocina inflamatoria capaz de inducir 

gradientes de quimiocinas e iniciar la inflamación, sobre todo en el pulmón [99-

101]. Además, la IL-23 tiene la capacidad única para inducir el desarrollo de las 

células T CD4+ productoras IL-17, conocidas como células Th-17. La IL23, 

también es probable que tenga un papel clave en la inflamación, ya que, se ha 

observado que en ausencia de IL-23 las consecuencias inflamatorias de la 

infección por Mtb son menos agresivas [102].  

 

 Respecto a este tipo de respuesta Th17, en las CMSP infectadas con H37Ra no 

se detecto una expresión génica significativa de IL-17; sin embargo, la IL-23p19 

fue el gen más fuertemente inducido por la infección con H37Ra, mientras que la 

IL-12 no fue significativamente sobre expresada por H37Ra. Ambas citocinas han 

sido asociadas con el desarrollo de inmunidad mediada por células Th1. IL-12 e 

IL-23 comparten una subunidad monomerica de 40 KD (p40) que se une, ya sea 

con la subunidad p35 para formar IL-12, o con p19 para formar IL-23 [103]. El 

análisis cuantitativo de los microarray revelo que H37Ra indujo mayor expresión 

de IL-23p19 (así como la subunidad p40) que la inducción diferencial de IL-12 p35 

(tabla 5). Estudios adicionales de la respuesta de monocitos de sangre periférica 

(MN) y macrófagos alveolares (AM), han confirmado que una baja infección con 

H37Rv no induce la producción significativa de IL-12 por ninguno de los dos tipos 

de célula, pero que los  AM producen cantidades significativas de IL-23 en 

respuesta a H37Rv, mientras que los  MN no [37]. Estas observaciones plantean 

la posibilidad de que la IL-23 puede proporcionar una señal predominante al inicio 
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de la infección  para el desarrollo de la inmunidad mediada por células frente a M. 

tuberculosis. 

 

Se ha demostrado que la quimiocinas participan en la inmunidad protectiva del 

huésped durante la infección micobacteriana [104] Muchas de estas quimiocinas 

atraen a los leucocitos a los sitios de la inflamación y por lo tanto pueden dirigir la 

respuesta inflamatoria del huésped. El análisis de los microarray revelo diferencias 

marcadas en la transcripción de quimiocinas tipo CXCL y CCL.  

 

Dentro de las quimiocinas tipo CXCL, las cuales transmiten sus señales a través 

del receptor CXCR2, se encontraron los genes más altamente inducidos para la 

CXCL1 (Gro-α), CXCL2 (Gro-β), CXCL5 (ENA-78), CXL8 (IL-8) y CXCL10 (IP-10), 

El gen de mayor incremento en la transcripción fue el de CXCL5 . Esta quimiocina 

se produce de forma concomitante con IL-8 en respuesta al estimulo de citocinas 

proinflamatorias como IL-1 o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), siendo esta 

ultima una potente quimiocina implicada en la activación de neutrofilos [105]. 

 

Estudios previos han indicado que CXCL5 incrementa el número de neutrofilos 

infiltrados en  carcinomas bronquioalveolares , además se ha encontrado que ENA 

-78 es producida en las células epiteliales del bronquio como respuesta la 

infección con del virus respiratorio RV16 [106]; sin embargo, su relación con 

tuberculosis permanece sin esclarecerse ya que existe muy poca literatura que 

establezca una relación clara de esta citocina con la infección tuberculosa [107]. 

Estos hallazgos sugieren investigaciones adicionales para determinar si la 

señalización mediada por CXCL5  interferiría con la inflamación severa en la 

tuberculosis.  

 

Otro de los genes altamente expresados durante la infección de CMSP con H37Ra 

fue el de la IL-8 (CXCL8), una quimiocina que juega un papel importante en la 

respuesta inmune a Mtb no solo por su participación en el reclutamiento de 
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linfocitos al sitio de infección, si no, por incrementar la actividad bactericida en 

macrófagos  [108]. La expresión diferencial de IL-8 detectada por los microarray 

fue bien validada por PCR en tiempo real.  

 

La infección de H37Ra en las CMSP también indujo altos niveles de  sobre 

expresión de quimiocinas tipo  CC, tales como la CCL2 (MCP-1), CCL4 (MIP-1β), 

CCL5 (RANTES), entre otras. Dentro de estos, particularmente CCL5 se ha 

identificado como un potente activador leucocitario, el cual tiene un papel 

importante en la formación de  granulomas tuberculosos [109, 110]. 

Recientemente, se demostró que existe una elevada producción de CCL5 en 

CMSP y macrófagos derivados de monocitos provenientes de pacientes con TB 

pulmonar activa después de un estimulo in vitro con antígenos de M. tuberculosis 

[97]. Para el caso de CCL2 se ha encontrado que Mtb incrementa su  secreción en 

monocitos, mientras que en las células gigantes multinucleadas la secreción de 

esta quimiocina es constitutiva [111] . En nuestro estudio la expresión de esta 

quimiocina también fue valida por PCR en tiempo real. 

 

En este estudio, el uso de los microarray permitió la identificación de otros genes 

de quimiocinas que no han sido previamente evaluados respecto a su papel 

potencial en la respuesta del huésped frente a M. tuberculosis. Entre estos, se 

encuentran miembros de la familia de quimiocina tipo CC  como, CCL8 (MCP-2), 

CCL7 (MCP-3), y miembros del tipo de quimiocina C, XCL1 (LINFOTACTINA) y 

XCL2. Posiblemente estas quimiocinas participen junto con muchas  de las otras 

quimiocinas en la respuesta inmune del huésped para la formación de 

granulomas, por lo que su papel en la tuberculosis deberá ser evaluado en 

estudios futuros. 

 

Algunos  genes relacionados con la muerte celular se encontraron  regulados 

diferencialmente durante el curso de la infección por  Mtb H37Ra (tabla 5).  Entre 

ellos estaban los genes de la familia Bcl (Bcl-2),  los genes del Fas, TRAIL 
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(ligando asociado al receptor de TNF que contienen un domino de muerte 

intracelular), entre otros. De acuerdo con esto, nuestros hallazgos indicarían  una 

posible inducción temprana de apoptosis por parte de H37Ra; sin embargo, la 

apoptosis ni la necrosis se evaluaron en este modelo.  Además, la importancia de 

la apoptosis y su posible manejo por M. tuberculosis se hace  cada vez más 

evidente en los estudios [112, 113]. Por ejemplo, la cepa de Mtb H37Rv, pero no 

H37Ra, inhibe la apoptosis in vitro [114] y causa necrosis exacerbada en 

macrófagos in vitro [115]. Así como se ha demostrado que la apoptosis en 

macrófago puede ser inducida por una vía independiente de las caspasas pero 

que está asociada con el  potencial virulento de cada cepa de Mtb.[116]. De esta 

manera, se observa que los resultados arrojados por el análisis de la expresión 

génica manifiestan algunos interrogantes que pueden ser probados 

experimentalmente en estudios futuros. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

El modelo in vitro del granduloma tuberculoso permitió interrogar los complejos 

perfiles de expresión genética frente a una cepa definida de M. tuberculosis lo que 

representa el primer intento hacia la caracterización de la respuesta inmune del 

huésped a Mtb. 

 

El  estudio revelo la expresión alterada de por lo menos 2300 genes relacionados 

con marcadores de superficie celular, citocinas, quimiocinas, receptores de 

activación celular,  factores de transcripción y señalización celular, apoptosis y 

metabolismo en general(tabla 4 y 5). 

 

Los datos de microarray revelaron la sobre expresión de IL1, IL6, IL8 INF-γ, TNF-α 

e IL-23, citocinas de la respuesta inmune innata implicadas en el establecimiento 

de una respuesta inmune tipo Th1.  

 

Nuestros hallazgos  son consistentes con estudios genéticos y epidemiológicos 

que sugieren  una contribución  importante de las células NK en la  respuesta 

inmune frente a M. Tuberculosis, dada la sobre expresión de receptores 

específicos (NKp46, NKTR) y citocinas implicadas en su proliferación y activación 

(IL2, IL15). 

 

En este estudio se identifico un patrón de expresión único para un grupo 

quimiocinas que aun no han sido implicadas en la respuesta inmune frente a M. 

tuberculosis. Lo cual tiene el potencial de ser evaluado en posteriores estudios 

clínicos que ayuden a  determinar su posible papel en la enfermedad. 
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Los estudios reportados hasta la fecha proporcionan un sólido fundamento para la 

comprensión de los mecanismos de reclutamiento de células inmunes a los sitios 

de infección por Mtb, y proporcionan una base para estudios adicionales. Entre los 

temas de interés inmediato que proponemos a partir de los datos encontrados en 

este estudio son la identificación de quimiocinas y receptores de quimiocinas que 

dirigen las células T CD4 + y CD8 +  en el pulmón durante la tuberculosis, una vez 

que la respuesta inmune adaptativa se ha iniciado.  

 

El uso de los análisis de expresión génica mediante microarray, junto con la 

disponibilidad cada vez mayor de anticuerpos contra receptores de quimiocinas, 

así como de quimiocinas en ratones mutantes de receptores, podria facilitar la 

identificación de las señales y mediadores implicados en el reclutamiento de 

células T en la tuberculosis. Estudios adicionales también podrian determinar el 

papel de las quimiocinas y receptores específicos requeridos para el 

mantenimiento de una respuesta inmune local en el lugar de la infección crónica. 

Por otra parte, estudios realizados en humanos podrian identificar las moléculas 

expresadas por los macrófagos y los linfocitos en los pulmones de las personas 

con tuberculosis activa, y de esta manera permitir una comparación con las 

moléculas que se encuentran en las células de sangre periférica. 

 

El análisis global de la expresión génica de los tejidos infectados a menudo se 

enfrenta con el hecho de que los cambios en la expresión génica puede ser 

causada por una multitud de factores de confusión. Por lo tanto, los análisis de la 

interacción dinámica entre el huésped y el patógeno durante la infección son 

difíciles de realizar. Aunque esto también es válido para nuestra investigación, 

nuestro estudio hace énfasis en la necesidad de integrar múltiples componentes 

en la investigación de la tuberculosis debido a la complejidad de la enfermedad, en 

lugar de abordar fenómenos únicos, lo cual permitirá la búsqueda de 

biomarcadores para la tuberculosis. 
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VIII. ANEXOS 
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ANEXO 2. Vía de señalización de respuesta inflamtoria y citoinas. Exportado del software 
GenMAPP. 
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