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ABREVIACIONES 

 

AIF   Factor de inducción de apoptosis 

AIPs   Inhibidores de la apoptosis 

Apaf-1  Factor de activación de apoptosis 

Caspasas  Cisteín-aspartato proteinasas 

CRPMI   Complete-Roswell Park Memorial Institute 1690 

DiOC6  Yoduro de  dihexiloxacarbocianina 

DD    Dominio de muerte  

DTT   DL-ditrioteitol 

EEA1   Antígeno endosomal temprano 1 

ELB   Extracto libre de bacterias 

EndoG  Endonucleasa G 

Fc   Fracción constante de las inmunoglobulinas 

FAD   Flavin adenin dinucleótido 

FS   Fosfatidil serina 

HBSS   Solución de sales balanceadas de Hanks 

HTRA2/OMI   Proteína A2 requerida en temperatura alta  

MØ   Macrófago 

MCIC   Muerte celular independiente de apoptosis  

MCP   Muerte celular programada  

MIF   Intensidad de fluorescencia 

MM   Masa molecular 

MOI   Multiplicidad de Infección 

LAM   Lipoarabinomanana 

PMEM  Permeabilidad de la membrana externa de mitocondria 

RNI   Intermediários de nitrógeno reactivo 

SDS-PAGE  Geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS 

2D-PAGE  SDS-PAGE de dos dimensiones 

TACO   Proteína de cubrimiento con aspartarto y triptofano  

TB   Tuberculosis 



TNF-α   factor de necrosis tumoral alfa 

TUNEL Marcaje en el extreme 3’ de fragmentos de DNA  

UFC   Unidades formadoras de colonia 

z-VAD.fmk  Inhibidor general de caspasas 

 



REACTIVOS 

 

Cultivo celular 

PBS 10X 

Cloruro de sodio     21.92 g 

Fosfato de sodio monobásico   0.375 g 

Fosfato de sodio dibásico   3.25 g 

Agua destilada cbp    250 ml 

 

PBS-Citrato  

PBS 10X     50 ml 

Ácido cítrico trisodico   1.86 g 

Agua destilada cbp    500 ml 

 

NaCl 0.15 M y NaH2PO4 0.01M 

Cloruro de sodio     8.77 g 

Fosfato de sodio monobásico   1.2 g 

Agua destilada cbp    100 ml 

 

Percoll 

Percoll     10 partes 

NaCl 0.15 M y NaH2PO4 0.01M  1 parte 

 

CRPMI 

Medio RPMI     500 ml 

L-glutamina     5.5 ml 

MEM- aminoácidos no esenciales  5.5 ml 

Piruvato de sodio     5.5 ml 

Bicarbonato de sodio   5.5 ml 

 

 



Bicarbonato de sodio al 7.5% 

NaHCO3      7.5 gr 

Agua destilada cbp    100ml 

 

Cultivo de bacterias 

Medio 7H11 

Agar 7H11     21 g 

Agua destilada     900 ml 

Esterilizar 10 min a 110 C  

OADC      100 ml 

 

Medio 7H9 

Agar 7H9     4.7 g 

Tween 80     2.5 ml 

Agua destilada    900 ml  

Esterilizar 10 min a 110 C  

OADC      100 ml 

 

Soluciones para SDS-PAGE 

Acrilamida/bis 

Acrilamida     29.2 g 

Bis-acrilamida    2.4 g 

Agua destilada cbp    100 ml 

 

Tris-HCl 1.5 M pH8.8 

Tris base     18.15 g 

Agua destilada cbp    100 ml 

 



Resumen 

 

Las especies del complejo Mycobacterium tuberculosis sobreviven y se replican 

dentro del fagosoma del macrófago. En esta interacción, el proceso de muerte 

celular programada se ha señalado como uno de los posibles desenlaces que 

puede contribuir a las defensas del hospedero. Se ha demostrado en estudios 

anteriores que la apoptosis es el resultado de la infección de Mycobacterium bovis. 

En el presente trabajo se exploró la participación de elementos efectores de 

muerte celular programada, en macrófagos infectados o bien en respuesta a un 

extracto de M. bovis libre de bacterias. Se evaluaron los cambios estructurales 

compatibles con muerte celular programada como es la condensación de 

cromatina, la cuál se incremento 3 veces en las células tratadas con el extracto de 

M. bovis libre de bacterias. Por otra parte, los ensayos de TUNEL demostraron 

que tanto M. bovis como el extracto de M. bovis libre de bacterias fueron capaces 

de inducir fragmentación, en comparación con el control basal de células. El 

porcentaje de fragmentación no se afecto al tratar a los macrófagos con el 

inhibidor general de caspasas. Igualmente se observó que en los macrófagos 

incubados con 100 µg del extracto de M. bovis libre de bacterias durante 12 h se 

incrementó 5 veces la pérdida del potencial de la membrana externa de 

mitocondria en comparación con células no tratadas. Por otra parte, no se detectó 

la actividad de caspasa 3, 8 y 9 en la infección con M. bovis o en la incubación con 

el extracto de M. bovis libre de bacterias, pero si se observó la translocación del 

factor de inducción de apoptosis al núcleo en macrófagos infectados o tratados 

con el extracto de M. bovis libre de bacterias. La incubación de macrófagos con el 

inhibidor general de caspasa previó a la infección no afectó el porcentaje de 

células que presentaron translocación del factor de inducción de apoptosis. Los 

resultados sugieren que M. bovis induce muerte celular programada en 

macrófagos de bovino independiente de caspasas con la participación del factor 

de inducción de apoptosis. 
 

Este proyecto fue financiado por Texas A&M-CONACyT 3-051002 y PAPIIT IN237002-3. 

Este trabajo se realizó en el Departamento de Microbiología e Imnumología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia; asi como en 

el Programa de Microbiología Molecular Microbiana, Departamento de Microbiología y Parasitología, de la Facultad de Medicina de la UNAM. 



SUMMARY 

 

Mycobacterium tuberculosis complex species survive and replicate inside 

macrophage’s phagosome. The programmed cell death (PCD) process has been 

highlighted as one of the probable outcomes during the host pathogen interaction. 

Also, has been suggested that forms part of the innate immunity. Previous studies 

demonstrated apoptosis as a consequence of Mycobacterium bovis infection. In 

this study, the role of macrophage apoptotic effector elements during M. bovis-

induced cell death or in response to a M. bovis cell-free extract was explored. 

Structural changes compatibles with PCD were evaluated; chromatin condensation 

was increased 3 times by cell-free extract. On the other hand, TUNEL assay 

demonstrated that both M. bovis and CFE induction were capable of inducing DNA 

fragmentation. Macrophage DNA fragmentation rates were not affected by the 

pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK. Macrophages treated with 100 µg of cell-free 

extract during 12 h had a 5-fold decrease in mitochondrial outer membrane 

permeabilization as compare to non-treated cells. Neither M. bovis infection nor 

cell-free extract treatment induced activation of caspases 3, 8 or 9, but 

translocation of apoptosis-inducing factor (AIF) into the nucleus.  Incubation of 

macrophages with Z-VAD-FMK prior to infection did not affect cell percentage of 

AIF translocation into nucleus. These data suggest that bovine macrophage M. 

bovis-induced programmed cell death is caspase-independent and with AIF 

participation. 

 
This project was supported by grants 3-051002-7 from the Texas A&M-CONACYT Collaborative Research 

Grant Program, and PAPIIT IN-237002 from the Universidad Nacional Autónoma de México. 

This project was done in the Departamento de Microbiología e imnumología de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia, and in the Programa de Microbiología Molecular Microbiana, Departamento de 

Microbiología y Parasitología, Facultad de Medicina de la UNAM. 

 



INTRODUCCIÓN 

 

La tuberculosis es una de las principales causas de muerte en el humano, existen 

datos que reportan que entre la mitad y la tercera parte de la población mundial 

puede estar infectada. Se calcula que cada año mueren 2 millones de personas en 

el mundo y se estima que en el 2004 hubo 8.9 millones de casos nuevos de 

tuberculosis pulmonar, de los cuales sólo el 10% van a desarrollar la enfermedad 

activa.29,104 

 

Los agentes causales de la tuberculosis en animales y en el hombre forman el 

complejo Mycobacterium tuberculosis, el cual incluye a Mycobacterium 

tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium canettii, Mycobacterium 

africanum, Mycobacterium microti y Mycobacterium caprae.3 Las especies de este 

complejo comparten entre ellas 99.9% de similitud en la secuencia de DNA y en la 

subunidad 16s ribosomal.88, 13 

 

M. bovis Y SU RELACIÓN CON LA TUBERCULOSIS HUMANA 

La especie responsable de los casos nuevos de tuberculosis en humanos es M. 

tuberculosis, aunque cabe mencionar que a nivel clínico, radiológico y patológico 

no se puede distinguir de M. bovis.102 Existen reportes donde se considera que M. 

bovis puede ocasionar la enfermedad en humanos aunque principalmente infecta 

a animales.68 Unos de estos estudios es el realizado en el estado de California en 

Estados Unidos, donde se observó una relación en el aumento de la tuberculosis 

infantil con el aumento de la población de emigrantes; en ese mismo estudio se 

encontró que 87 niños fueron positivos al cultivo del complejo tuberculosis, de los 

cuales 16% fueron positivos a M. bovis.47 Se estima que en Estados Unidos el 

0.1% de los casos de tuberculosis en humanos son ocasionados por M. bovis, y el 

porcentaje aumenta al 10% en América Latina.23 En México se calcula que por lo 

menos el 8% de los casos de tuberculosis humana pueden ser atribuidos a M. 

bovis.5 



La presentación de la enfermedad en humanos se asocia a factores de riesgo 

como son coinfección con HIV (virus de inmunodeficiencia humana), fondo 

genético, grado de vacunación, nivel socioeconómico y exposición por profesión. 

Se considera que las vías de transmisión son: la oral al consumir productos 

contaminados, principalmente lácteos no pasteurizados, y la vía aérea en la cual la 

transmisión se da por el contacto estrecho entre el ganado y el personal que lo 

atiende, incluyendo al médico veterinario.9 

 

TUBERCULOSIS BOVINA 

La tuberculosis (TB) bovina es una enfermedad infecciosa, de curso crónico, que 

estimula la formación de una lesión característica llamada granuloma;77 el agente 

etiológico es M. bovis y se considera a los rumiantes reservorio de este 

microorganismo junto con otras especies silvestres.9 

 

La importancia de la TB bovina radica en las pérdidas económicas que origina y a 

la reducción de la eficiencia productiva de los animales. Además de ser 

considerada una zoonosis importante, causa pérdidas por el sacrificio de animales 

infectados y por ser una barrera para la exportación de ganado en pie y sus 

productos.9 

 

TRANSMISIÓN DE TB BOVINA 

La TB bovina se transmite a otras especies animales domésticas como son 

porcinos, ovinos, caprinos, equinos, canídeos, felinos y animales silvestres.9 

Después de ser expulsado M. bovis en las descargas nasales y orales de 

animales infectados, los bacilos son capaces de sobrevivir en el medio ambiente 

por periodos de tiempo largos, por lo que la ruta respiratoria se considera la 

principal vía de transmisión al inhalar partículas contaminadas por el ganado, lo 

que genera lesiones limitadas a cavidad toráxica, principalmente en tracto 

respiratorio alto y bajo, donde los linfonódulos van a estar involucrados.65 También 

la transmisión puede ser por vía oral, cuando el animal ingiere pastura o agua 



contaminados; esta ruta de infección generalmente produce lesiones 

mesentéricas.65 La transmisión congénita y la vertical no son frecuentes en las 

regiones donde se llevan a cabo programas intensivos de erradicación.9 

 

EPIDEMIOLOGÍA DE LA TB BOVINA 

La prevalencia de la TB bovina en el mundo es muy variada y está relacionada 

con las campañas de control en cada país. Existen regiones en África y Asia 

donde un alto porcentaje del ganado vive donde no existe control de TB bovina, y 

se reportan casos de 85% y 94% de incidencia, respectivamente. En América 

Latina la prevalencia es de 24%.23 En México se estima una prevalencia de TB 

bovina de 0.1% en el ganado de carne y de 2.1% en el ganado de leche, sin 

embargo, en las zonas centro y sur del país éstos valores aumentan, ya que se 

han encontrado establos lecheros con una prevalencia mayor a 25%; debido a la 

importancia de la enfermedad, en 1991 se implementó la Campaña Nacional para 

el Control y Erradicación de la Tuberculosis Bovina en México.72 

 

CARACTERÍSTICAS MICROSCÓPICAS 

M. bovis es una bacteria en forma de bacilo, ácido alcohol resistente, que mide 0.2 

a 0.6 µm de ancho y 1 a 10 µm de largo. No forma esporas, ni cápsulas; es inmóvil 

y presenta un crecimiento en forma de filamento. Su pared celular se compone en 

un 50% a 60% de lípidos, entre los que están los ácidos micólicos, las ceras, los 

triglicéridos y los sulfolípidos; otro componente importante de la pared celular es el 

lipoarabinomanana (LAM);17 debido a esta composición, M. bovis puede resistir la 

desecación, las defensas del sistema inmune del hospedero, así como la acción 

de antifímicos, todos estos factores contribuyen de manera importante para la 

persistencia del microorganismo en el hospedero, ya que la pared celular se liga a 

la adaptación de la vida intracelular.84 

 

 

 



FACTORES DE PERSISTENCIA INTRACELULAR 

Las micobacterias utilizan diferentes mecanismos para permanecer dentro del 

macrófago (MØ), su principal célula hospedera.31 En su superficie, la bacteria 

presenta múltiples moléculas que se van a unir a los receptores de manosa, 

complemento y a la fracción constante de las inmunoglobulinas (Fc), entre otros.31 

Una vez dentro del MØ, la micobacteria utiliza diversos mecanismos para inhibir la 

fusión del fagosoma con el lisosoma, uno de ellos es cuando secuestra Rab5, el 

cual es un regulador de la fusión lisosomal, y a su vez se considera un marcador 

de fagosoma temprano y excluye a Rab7 que se asocia a fagosoma tardío, con lo 

cual modifica el camino endocítico e impide la maduración del fagosoma y de está 

manera puede sobrevivir dentro del MØ.97 Otro mecanismo que se asocia con las 

alteraciones en la maduración del fagosoma es la exclusión de la ATPasa 

vacuolar, lo que lleva a una ausencia de acidificación dentro del fagosoma;90 así 

mismo la micobacteria puede inducir la retención de la proteína de cubrimiento 

que contiene aspartarto y triptofano (TACO, por sus siglas en inglés), el cual 

confiere protección a las micobacterias virulentas contra la lisis de la vacuola, ya 

que no se observa su retención en vacuolas que contienen M. bovis BCG o perlas 

de látex, y estas vesículas llevan a término el camino endocítico, que culmina en la 

destrucción del contenido del fagosoma.34 A estos mecanismos se asocia la 

acción del componente bacteriano LAM, ya que se conoce su participación en el 

arrestó de la maduración de vacuolas fagosomales con micobacterias patógenas. 

Así mismo, el bloqueo en la maduración del fagosoma se relaciona con la 

disminución de la actividad de hVPS34 (fosfatidil-inoisitol 3(OH) cinasa (PI-3K)), lo 

que permite la inhibición del reclutamiento de antígeno 1 endosomal temprano 

(EEA1) en las vacuolas, impidiendo así la unión fagosoma-lisosoma en MØ.87 

 

Otro mecanismo empleado por estas bacterias para permanecer en el MØ es la 

resistencia a la acción de intermediarios de nitrógeno reactivo (RNI). Se sugiere 

que el bacilo posee mecanismos de inhibición de RNI, como son los productos de 

los genes noxR1 y noxR3, aunque la vía por la cual se lleva a cabo esta acción no 



está completamente descrita.30,83 Otro gene involucrado en la persistencia 

bacteriana en el modelo murino es aceA, el cual codifica para la enzima isocitrato 

liasa, que forma parte del ciclo del glioxilato utilizado por ciertos microorganismos 

para aprovechar los ácidos grasos que se encuentran en las células eucariotas, y 

de esta manera permanecer por periodos largos de latencia.66 

 

Las micobacterias patógenas son capaces de sobrevivir y replicarse dentro del 

MØ, por lo cual se postula que la modulación del mecanismo de apoptosis puede 

contribuir a la persistencia de la bacteria dentro de la célula. Lo anterior se 

observó en un estudio donde el porcentaje de apoptosis en MØ alveolares de 

humanos infectados con la cepa virulenta H37Rv de M. tuberculosis fue menor al 

de los infectados con una cepa avirulenta.45 Así mismo, se considera a la 

apoptosis como posible mecanismo involucrado en la inmunidad innata del 

hospedero, se ha reportado que M. avium serovariedad 4, induce apoptosis en MØ 

y dicho evento previene la diseminación de la enfermedad al secuestrar a la 

micobacteria en cuerpos apoptóticos, y al ser fagocitados contribuyen a la 

activación de MØ no infectados, los que van a destruir al patógeno.35 Los 

resultados de estos primeros estudios, demostraron el papel relevante de las 

bacterias del género Mycobacterium en la inducción de apoptosis en las células 

del hospedero, y permiten vislumbrar la muerte celular programada como un 

posible mecanismo inespecífico de defensa cuyo objetivo es contrarrestar la 

infección. 

 

MUERTE CELULAR PROGRAMADA  

El proceso de muerte celular programada (MCP) es importante para el desarrollo y 

mantenimiento de los organismos multicelulares, ya que permite mantener el 

equilibrio entre la vida y la muerte.20 El mecanismo de MCP cumple una función 

fisiológica básica durante el desarrollo embrionario, durante el crecimiento y para 

el mantenimiento de la homeostasis. Las células defectuosas, los linfocitos 

autorreactivos y las células con un potente mecanismo destructivo, como los 



neutrófilos, son eliminados mediante este proceso.103 Los desordenes en la MCP 

conducen a eventos patológicos primarios capaces de desencadenar 

padecimientos como el cáncer,41 enfermedades autoimnunes, degenerativas, 

infertilidad, inmunodeficiencias y problemas de embriogénesis.60,38 

 

La apoptosis es considerada un tipo de MCP, este proceso se lleva a cabo por la 

activación de cisteín-aspartato proteinasas (caspasas), proteínas que son 

dependientes de cisteína y cortan directamente sobre aspartato. Este proceso se 

puede inducir a través de dos vías principales, la extrínseca y la intrínseca. La vía 

extrínseca es dependiente de receptores como Fas o de la superfamilia del factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α).6 Estos receptores presentan en su porción 

citoplasmática un dominio de muerte (DD), que permite la interacción con 

moléculas adaptadoras específicas como FADD o CRADD las cuáles forman un 

complejo receptor que interactúa con el predominio de las caspasas iniciadoras 2, 

8 y 10 y así activan las cascadas de señales intracelulares.60 La caspasa 8 a su 

vez activa a la caspasa 3, que finalmente induce la muerte celular (Figura 1).62 Las 

caspasas iniciadoras se activan por autocatálisis y este proceso continúa en 

cascada hasta activar a las caspasas efectoras. Las caspasa 3, 6 y 7 son 

responsables de la hidrólisis de importantes sustratos celulares involucrados en 

cambios morfológicos y bioquímicos característicos de la apoptosis.74 

 
La vía intrínseca involucra la participación de miembros de la familia Bcl-2 en la 

mitocondria. La familia de proteínas Bcl-2 participa en la regulación de la 

integridad de la membrana externa de la mitocondria y se les considera además 

reguladores de la apoptosis.70,93 Los miembros de esta familia se dividen en 

inhibidores de apoptosis: Bcl-xL, Bcl-2, Bcl-w, Mcl-1, A-1, adenovirus E1B, 19X y 

virus Epstein-Barr BHRF; y en promotores de la apoptosis: Bax, Bak, Bid, Bad, 

Bcl-xs, Bok/Mtd, Bik Bim, Hrk y Blk. Estas proteínas forman homodímeros o 

heterodímeros entre ellas y de esta forma se activan o inactivan.46 

 



La participación de la familia Bcl-2 permite que se altere el potencial de la 

membrana externa de la mitocondria (PMEM) y que se lleve a cabo la liberación 

de diversas proteínas almacenadas en el espacio intermembranal, como el 

citocromo c, Ca2+, el factor de activación de Apoptosis (Apaf-1) y el factor de 

inducción de apoptosis (AIF), entre otros. El citocromo c interactúa con Apaf-1 en 

presencia de dATP/ATP. Apaf-1 se une al Card de procaspasa 9 para formar un 

complejo proteico conocido como apoptosoma, cuya función es activar a caspasa 

9, la cual finalmente promueve la actividad de las caspasas efectoras 3 y 7 (Figura 

1).57,75 Por otra parte, la proteína Smac/DIABLO, que se encuentra en el espacio 

intermembranal de la mitocondria se libera durante la pérdida PMEM, y se une a 

inhibidores de la apoptosis (AIPs), promoviendo de esta forma la liberación de las 

caspasas,28,96 la fragmentación de ADN y posteriormente la formación de los 

cuerpos apoptóticos, que son fragmentos celulares que contienen citoplasma y 

organelos rodeados de membranas funcionales.49 

 

Existe una intercomunicación entre estas vías que involucra receptores de muerte, 

y en la que participa la mitocondria; se da por caspasa 8,11,69 la cual a su vez 

activa a Bid, que junto con Bax se translocan a mitocondria.55,32 Una vez dentro de 

la mitocondria, Bid y Bax sufren un cambio en su estructura que permite la 

formación de canales tetraméricos lo cuál desencadena la salida de moléculas 

importantes para la inducción de la MCP.26 

 

MUERTE CELULAR INDEPENDIENTE DE CASPASAS 

La muerte celular independiente de caspasas (MCIC) se considera un tipo de MCP 

con características morfológicas de apoptosis como la condensación de cromatina, 

fragmentación de ADN, así como la participación de manera importante de la 

mitocondria; como su nombre lo establece, no tiene una relación con la activación 

de caspasas (Figura 1).2,12,50 

 



Existen trabajos donde se ha demostrado que la célula puede presentar 

morfología de apoptosis sin que se dé la activación de las caspasas. En uno de 

los primeros reportes que ejemplifican este tipo de muerte se observó la inducción 

de MCP en células Jurkat por medio de BAX sin la intervención de caspasas, ya 

que el inhibidor de caspasas (z-VAD.fmk) no logró disminuir el efecto letal.98 De 

igual forma, en fibroblastos de embrión de ratón Apaf-/- se detectó la translocación 

de fosfatidil serina (FS), una proteína considerada marcador de células 

apoptóticas; en este reporte dicha translocación es asociada a la actividad de 

proteínas con dominio BH3 como tBID, BIM y BAD sin la detección de caspasas y 

la muerte no se bloqueó al utilizar zVAD.fmk.18 

 

Así mismo, se relaciona el desarrollo de la MCIC con la participación de 

microorganismos y sus componentes. Se reporta que las toxinas de E. coli activan 

la MCP vía señales ERK sin que se observe la participación de caspasas en 

células de túbulos proximales renales,19 de esta misma bacteria se reporta que la 

enterotoxina termolábil induce la vía independiente de caspasas para producir la 

MCP en células CD8+.85 Otra toxina involucrada en MCIC es la listeriolisina O de 

Listeria monocitogenes, la cual induce la translocación de FS y la pérdida del 

PMEM sin la intervención de las caspasas, ya que al incubar las células T con z-

VAD, se bloquea la fragmentación de DNA sin que se logre bloquear los efectos 

de MCP.14 La citotoxina H2O2 de Streptococcus pneumonie también induce MCIC 

en células del endotelio microvascular con la translocación de AIF al núcleo, 

induciendo fragmentación de DNA y desencadenando MCP.8 

 

MITOCONDRIA Y SU PARTICIPACIÓN EN LA MCIC 

La mitocondria participa de manera importante en la MCIC al perder el PMEM, a 

este evento se le considera el punto de no retorno de la MCP.48 En la pérdida de la 

PMEM participan las proteínas de la familia Bcl-2 con dominio BH3,25 las cuales 

actúan como sensores celulares de diferentes eventos como son, estrés, 

infección, transformación celular, privación de citocinas, ataque por células T o 



asesinas naturales, además estas proteínas pueden ser movilizadas por 

modificaciones post-traduccionales para translocar a mitocondria y participar en la 

pérdida del PMEM.25 Se sugiere que las proteínas BH3 inician la pérdida del 

PMEM, porque inducen la oligomerización de Bax y Bak en la membrana externa 

de la mitocondria, donde estás dos proteínas forman canales a través de los 

cuales van a salir componentes que se encuentran en el espacio intermembranal 

de la mitocondria49 (Figura 1), una vez en el citoplasma, estas moléculas se 

translocan al núcleo, ocasionando el daño nuclear que desencadena la MCIC.50 

 

A varias de las proteínas que son liberadas del espacio intermembranal de la 

mitocondria se les atribuye una participación en la MCIC. Una de ellas es la 

endocnucleasa G (EndoG), la cual está involucrada en la regulación de la 

reparación y síntesis del ADN mitocondrial;24 aún cuando no se observan 

alteraciones en el genoma mitocondrial en fibroblastos de embrión de ratón 

EndoG-/-.105 Una vez que la proteína sale de la mitocondria, se transloca al núcleo 

donde puede degradar el ADN nuclear,56 sin embargo, este mecanismo está 

relacionado directamente con la activación de caspasas.4 Otra proteína liberada 

por la mitocondria es la proteína A2, requerida en temperatura alta (HTRA2/OMI); 

está reportado que la sobreexpresión de esta proteína induce MCP, la cual no se 

inhibe al tratar a las células con z-VAD.92 Estos reportes sugieren una 

participación en la MCP, pero cabe mencionar que en ratones Htra2/Omi-/- 

desarrollan susceptibilidad a la muerte celular y desordenes neurodegenerativos 

letales,63 por lo cual se considera que su función es mantener la fisiología 

mitocondrial.20 También se induce la liberación al citoplasma del AIF el cual 

participa activamente en la MCIC49 (Figura 1). 

 

FACTOR DE INDUCCIÓN DE APOPTOSIS (AIF) 

AIF es una proteína de 67 kDa, presenta un sitio de unión a flavin adenin 

dinucleótido (FAD) similar a la oxido reductasa bacteriana.91 En estudios recientes 

se demuestra la participación de AIF en la fosforilación oxidativa ya que su 



disminución reduce la formación y actividad del complejo Ι de la cadena 

respiratoria.95 Cuando se pierde la PMEM sale del espacio intermembranal de la 

mitocondria, una vez en el citoplasma va a translocar al núcleo,91 donde participa 

en la condensación de cromatina y en la fragmentación del ADN. Aunque no se 

conoce el mecanismo utilizado para llevar a cabo estos eventos, se sabe que se 

une al ADN y recluta a proteasas y nucleasas que inducen la condensación de 

cromatina.43 Este punto se sustenta al observar condensación de cromatina y 

fragmentación de ADN en núcleos de células HeLa incubados con AIF 

recombinante;91 por otra parte, también se reporta la prevención de la 

translocación de esta proteína al núcleo, y las consecuentes condensación de 

cromatina y fragmentación de ADN al microinyectar anticuerpos neutralizantes 

contra AIF.91 

 

En un inicio se consideró la participación de AIF en el evento de apoptosis, sin 

embargo existen estudios donde se reporta que después de la translocación de la 

proteína al núcleo se observan en la célula características apoptóticas como son 

translocación de FS, condensación de cromatina y condensación parcial del 

núcleo y en todos estos eventos se presenta una ausencia de la actividad de 

caspasas22,91,100 por lo tanto se considera a la proteína AIF como una molécula 

que puede tener un papel importante en la MCIC. 



 

 

 

 

 

        
 

Figura 1. Vías de señalización utilizadas por la célula para llevar a 

cabo la muerte celular dependiente o independiente de caspasas. 

Imagen tomada de Kroemer G, Martin SJ. Nature Medicine 2005; 

11:725–730. 

 



ANTECEDENTES 
 

Existen evidencias respecto a la inducción de la MCP en el modelo de MØ bovinos. 

Cuando las células se infectan con una cepa virulenta de M. bovis, presentan 

condensación de cromatina y fragmentación del ADN; dichos eventos son 

dependientes del tiempo y de la multiplicidad de la infección.39 También se reporta 

la importancia del fenotipo de resistencia de los MØ de bovino y de la virulencia de 

M. bovis en la inducción de la MCP.33 Así mismo, existen trabajos enfocados a 

identificar componentes particulares de la micobacteria que pudieran estar 

modulando el mecanismo de MCP en los MØ, uno de ellos es el de Hayashi,42 que 

demuestra que el sonicado de M. avium induce apoptosis en MØ y monocitos de 

humanos; de igual manera se ha identificado a la lipoproteína de 19 kDa de M. 

tuberculosis H37Rv como un inductor de la MCP.16 Estos hallazgos sugieren que 

el mecanismo de MCP contribuye al control de la infección por parte de la célula 

hospedera. 

 

La interacción entre el hospedero y el patógeno es un mecanismo dinámico donde 

el microorganismo utiliza diferentes estrategias para sobrevivir y multiplicarse en el 

individuo, inhibiendo las defensas del hospedero. Como ya se ha mencionado, 

existen reportes donde se considera el mecanismo de MCP como parte de las 

defensas que la célula utiliza para tratar de destruir a la micobacteria, así mismo 

se ha observado que las micobacterias virulentas tienen la capacidad de inhibir la 

MCP.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

Mycobacterium bovis es capaz de inducir muerte celular programada en 

macrófagos de bovino con la participación de la familia de las caspasas y la 

mitocondria. 



 

 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL  

 

Identificar algunos elementos moleculares involucrados en el mecanismo de la 

muerte celular programada en los macrófagos de bovino infectados con 

Mycobacterium bovis o con el extracto libre de bacterias. 

 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 

 Detectar la muerte celular programada de macrófagos infectados con 
Mycobacterium bovis mediante la fragmentación de ADN. 

 
 Comprobar la participación del extracto libre de bacterias en la muerte 

celular programada en macrófagos infectados con Mycobacterium bovis. 
 

 Identificar los elementos moleculares involucrados en la muerte celular 
programada en macrófagos de bovino infectados con Mycobacterium bovis. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

CULTIVO DE Mycobacterium bovis 

Se utilizó la cepa de M. bovis 9926 aislada de lesiones de un bovino con TB, dicha 

cepa pertenece al departamento de Microbiología e Inmunología de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. El cultivo de la bacteria se realizó 

en medio 7H9 (Becton Dickinson, Cockeysville MD), se obtuvo un primocultivo de 

8 días a 37°C, posteriormente se hizo un cultivo final, el cual se incubó 11 días a 

37°C en agitación constante, se cosechó y se congeló a -70°C, para después 

descongelarlo y titularlo con una serie de diluciones para determinar las unidades 

formadoras de colonia (UFC) que se utilizaron para infectar macrófagos (MØ). 

 

OBTENCIÓN DEL EXTRACTO LIBRE DE BACTERIAS 

Después de la incubación el cultivo de M. bovis se inactivó por 90 min. a 60°C. Se 

verificó la eficiencia de la inactivación mediante cultivo de las bacterias incubadas, 

en cajas con medio 7H11 (Becton Dickinson Co. Sparks, MD), las cuales se 

incubaron por 30 días. Las bacterias inactivadas se suspendieron en 10 ml de 

PBS y se lisaron utilizando una prensa French (SLM Aminco Spectronic 

Instrument, Rochester, NY), posteriormente la solución obtenida se centrifugó por 

20 min. a 500 X g, se colectó el sobrenadante que contenía el extracto libre de 

bacterias (ELB) y se guardó en congelación a –70°C. La obtención del ELB y el 

rompimiento bacteriano se realizaron según el protocolo descrito por Parish y 

Wheeler.76 Las proteínas contenidas en el ELB se cuantificaron utilizando el 

paquete comercial BCA (Pierce, Rockford, IL) por el método de ácido 

bencinquinconinico, con una curva de concentración conocida de albúmina sérica 

bovina como control. 

 

 

 



SEPARACIÓN DEL ELB POR MEDIO DE ELECTROFORESIS BAJO 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES DE UNA Y DOS DIMENSIONES 

El ELB se separó por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-

SDS (SDS-PAGE) al 12%, y geles de dos dimensiones (2D-PAGE); en la 

composición de los geles y de las soluciones amortiguadoras se elaboraron de 

acuerdo a técnicas ya estandarizadas.52,73 Para el SDS-PAGE el ELB se trató 

previamente con amortiguador de muestra y posteriormente se colocó en los 

pozos del SDS-PAGE a una concentración de 6 y 12 µg. Para el cálculo de la 

masa molecular se utilizó un marcador con estándares de masa molecular (MM) 

(Bio-Rad; Hercules CA). Las proteínas separadas en los geles fueron visualizadas 

utilizando tinción de nitrato de plata.37 

 

Para la separación en geles de dos dimensiones, el ELB se trató con una solución 

que contenía 4% de [(3-(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanolsulfonato) 

(CHAPS) (Sigma-Aldrich CO, St. Louis MO), 9M de urea (Sigma-Aldrich CO, St. 

Louis MO) y 20mM de DL-ditrioteitol (DTT) (Sigma-Aldrich CO, St. Louis MO), 

posteriormente se ultracentrifugó la muestra 10 min a 100,000 X g a 4°C; se 

tomaron 200 µl de sobrenadante que contenía 100 µg del ELB y se les añadió un 

amortiguador con anfolinas pH 3-10 (Bio-Lyte, Bio-Rad; Hercules CA) a una 

concentración final de 0.2% y 5 µl de azul de bromofenol (Bio-Rad; Hercules CA) 

al 1%. Con esta solución se hidrataron tiras de gradiente de pH inmóvil de 11 cm 

de longitud (IPG Readystrip, Bio-Rad; Hercules CA) pH 4-7 por 16 h a temperatura 

ambiente. Posteriormente se colocaron las tiras en una cámara Multiphor-II 

(Amersham Biosciences; Uppsala Sweden), y se les aplicaron diferentes voltajes 

hasta completar 52,000 VH; todo se realizó a 17°C. Al término del 

isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron y se colocaron en un SDS-PAGE al 

12%, donde se realizó la separación de las proteínas a 100 V constantes. Se 

visualizaron las proteínas por tinción con nitrato de plata y posteriormente se 

realizó el análisis utilizando el pI y la MM de los diferentes puntos observados en 



el gel. Se consultó la pagina electrónica http//us.expasy.org/tools/tagident.html, 

para conocer las posibles identidades de las proteínas seleccionadas. 

 

OBTENCIÓN DE MACRÓFAGOS DE BOVINO 

La purificación de monocitos se llevó a cabo a partir de sangre periférica de 

bovinos clínicamente sanos, provenientes de un hato libre de TB; la separación de 

las células se realizó por gradientes de Percoll utilizando la técnica descrita por 

Stich RW et al.89 con modificaciones propias. Brevemente, la sangre se centrífugó 

30 min a 1,000 g para separar la capa blanca, la cual se mezcló con una solución 

PBS-citrato y se agregó al tubo que contenía el Percoll (Pharmacia, Uppsala, 

Sweden), la línea blanca se obtuvo por centrifugación 30 min. a 1,000 X g. 

Posteriormente se le realizó lavados a las células y por último se incubaron a 37 C 

con 5% de CO2, se mantuvieron en medio RPMI 1640 adicionada con 2 mM de L-

glutamina, 0.1 mM de aminoácidos no esenciales, 1 mM de piruvato de sodio y 20 

mM de bicarbonato de sodio (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY) 

(CRPMI). Los macrófagos (MØ) se maduraron por 12 días en medio CRPMI con 10 

% de suero autólogo. 

 

INFECCIÓN DE MØ 

Para la infección se utilizaron 1 X 106 MØ por ensayo, y se trataron como se 

menciona a continuación: MØ infectados con M. bovis a una multiplicidad de 

infección (MOI) 1:10, MØ incubados con 20 µg/ml de camptotecina (Sigma-Aldrich 

CO, St. Louis MO) (control positivo CP), MØ incubados con 50 µM de inhibidos de 

caspasas (Sigma-Aldrich CO, St. Louis MO) (z-VAD), MØ tratados con z-VAD e 

infectados con Mb (zVAD-Mb) y MØ sin tratamiento (control negativo CN). El 

tratamiento con el inhibidor de caspasas se realizó según lo reportado por Santos 

et al.,86 se agregó 50 µM de zVAD a los cultivos de células y se incubaron 1 h a 

37°C y 5% de CO2, posteriormente las células se infectaron, con M. bovis, a una 

multiplicidad de infección de 1:10, se incubaron por 4h a 37°C en condiciones de 

cultivo celular, posteriormente se les realizó tres lavados con PBS, se les agregó 7 



ml de medio CRPMI (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY) con 10% 

de suero autólogo y se incubaron 16 h. De igual manera fueron infectados MØ con 

M. tuberculosis utilizando diferentes MOI de 1:10, 1:20 y 1:25, posterior a la 

incubación de 4 h para permitir la fagocitosis, se lavaron y se incubaron utilizando 

los tiempos descritos para M. bovis. Finalmente, los MØ se cosecharon, se fijaron 

con paraformaldehído (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA) al 1% por 

30 min. en hielo y se centrifugaron a 300 X g durante 10 min. para después 

suspenderlos en etanol al 70 %, se almacenaron a –20°C, para después aplicarles 

la técnica de TUNEL. 

 

DETECCIÓN DE CONDENSACIÓN DE CROMATINA EN MØ INCUBADOS CON 

ELB DE M. bovis. 

Para determinar la concentración del ELB y el tiempo de incubación se incubaron 

los MØ de bovino 48 h con 50 y 25 µg de ELB y se tiñeron con yoduro de propidio 

para determinar el porcentaje de condensación de cromatina.  

Una vez estandarizado el tiempo de incubación y la concentración del ELB, se 

colocaron 2 X 105 MØ de bovino en placas de 24 pozos (Nalgene Nunc 

International, Rochester, NY) con cubreobjetos redondos, y recibieron los 

diferentes tratamientos CN, CP y 100 µg de ELB de M. bovis, se incubaron 24 h a 

37°C y 10% de CO2. Posteriormente se fijaron con paraformaldehído (Electron 

Microscopy Sciences, Washington, PA) al 4% y se les aplicó yoduro de propidio a 

4 µg/ml adicionado con 100 µg de RNasa (Sigma, St. Louis, MO), se incubaron 1 h 

en obscuridad, después se montaron los cubreobjetos y las células se observaron 

al microscopio de fluorescencia para determinar la condensación de cromatina. Se 

contaron 100 células en diferentes campos para calcular el porcentaje de 

condensación de cromatina en los diferentes tratamientos. Los resultados 

presentados son representativos de tres réplicas independientes.  

 

 

 



TÉCNICA DE TUNEL 

La detección de la fragmentación de ADN se realizó por medio de la técnica de 

TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End 

Labeling), la cual se llevó a cabo utilizando el paquete comercial APO-BRDU 

(Pharmigen, San Diego, CA). El protocolo que se utilizó fue el especificado por el 

fabricante. La suspensión de células contenidas en etanol 70% a –20°C, se 

lavaron y posteriormente se permeabilizaron con amortiguador de lavado para 

posteriormente permitir que entrara la solución de marcaje, se incubaron 1 h a 

37°C, nuevamente se lavaron centrifugando la suspensión de células 10 min. a 

300 X g, para después adicionar el anticuerpo marcado con fluoresceína, el cual 

se unió a los fragmentos de ADN contenidos en las células en proceso de MCP. 

Finalmente se agregó yoduro de propidio, se incubaron las células 30 min. en 

obscuridad. El marcaje de las células se detectó por medio de citometría de flujo, 

en un citómetro Altra Beckman (Beckman Coulter, Miami FL) donde se contaron 

como un mínimo 10,000 eventos. Los resultados presentados son representativos 

de tres réplicas independientes. 

 

DETECCIÓN DE CALCIO CITOPLÁSMICO POR MEDIO DE Fluo-4 

Se colocaron 2 X 105 MØ de bovino por pozo, se trataron con 50 µg de ELB y se 

incubaron 48h a 37°C a una atmósfera de 5% de CO2, también se incubaron CN y 

CP. Una vez concluida la incubación se les retiro el sobrenadante y se les 

realizaron 2 lavados con medio libre de Ca2+ (HBSS) (Sigma, St. Louis, MO), se 

agregó 1 ml de HBSS y 3 µl de fluo-4 (Molecular Probes, Eugene, OR) para tener 

una solución de 1 µM, posteriormente las células se incubaron 1 h a 37°C y 5% de 

CO2. Después de la incubación se lavaron 3 veces más y en el último lavado se 

les dejó con el medio HSBB. Se observaron 5 diferentes campos por tratamiento 

en un microscopio confocal, se capturaron las imágenes para posteriormente ser 

analizadas y determinar la intensidad de fluorescencia. En todos los ensayos una 

vez que se tomaron las imágenes, se agregó 100 nM-10 microM de tapsigargina 

(A. G. Scientific INC, San Diego CA) para comprobar la funcionalidad de la célula. 



Después de este paso también se capturaron las imágenes para restar la 

intensidad de fluorescencia de las primeras imágenes. 

 

DETECCIÓN DE LA PÉRDIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA EXTERNA DE 

LA MITOCONDRIA 

Después de la incubación de los MØ de bovino con 100 y 200 µg del ELB durante 

12, 24 y 48 h, las células se centrifugaron a 500 X g, el botón de células se 

suspendió en PBS con DiOC6 (Molecular Probes, Eugene, OR) a 0.1 µM y se 

incubaron, 30 min. en obscuridad, la determinación de la pérdida del potencial de 

membrana externa de la mitocondria (PMEM), se realizó por citometría de flujo en 

un citómetro Altra Beckman (Beckman Coulter, Miami FL) donde se contaron 

como un mínimo 10,000 eventos. Los resultados presentados son representativos 

de tres réplicas independientes.  

 

ACTIVIDAD DE CASPASAS 

Para determinar la actividad de las caspasas en los MØ infectados con M. bovis e 

incubados con ELB, se utilizaron sustratos marcados.94 Las células incubadas 16 

o 24 h bajo los diferentes tratamientos, se cosecharon y se suspendieron en 

amortiguador de raspado de caspasas (100 mMHepes, 10% (w/v) sucrose, 0.1% 

(w/v) CHAPS, 10mMDTT, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 2 µg/ml aprotinin, 1 µg/ml 

pepstatin, y 5 µg/ml leupeptin), posteriormente se detecto la actividad de caspasas 

utilizando 25 µM del sustrato marcado, que se agregó a 60-90 µg/ml del 

homogenizado de células contenido en el amortiguador de caspasas. Los 

sustratos utilizados fueron Ac-DEVD-AMC, Ac-YVAD-AMC, Ac-IETD-AMC y Ac-

LEHD-AMC (Peptide Institute Inc., Osaka, Japan) para caspasas 1, 3, 8 y 9 

respectivamente. La lectura de la actividad de caspasas se realizó por 20 min. 

después de agregar el sustrato en un espectrofluorofotometro RF-5301PC 

(Shimadzu Corp. Kioto, Japan) a 450 nm. Los resultados son representativos de 

tres réplicas independientes. También se determino la actividad de caspasa 3 en 

MØ infectados con M. tuberculosis, utilizando la metodología ya descrita.  



 

DETECCIÓN DEL FACTOR DE INDUCCIÓN DE APOPTOSIS POR 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

Para la detección del factor de inducción de apoptosis (AIF) se utilizó un 

anticuerpo monoclonal D-20 Santa Cruz Cor, sc-9416 (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Santa Cruz, CA) a una dilución 1:100. Las células infectadas o incubadas con 

M. bovis o ELB respectivamente, fueron fijadas con paraformaldehído (Electron 

Microscopy Sciences, Washington, PA) al 4 %. La recuperación del antígeno se 

realizó por incubación con citrato de sodio 0.01M, pH 6.0, a 90°C por 20 min. Los 

MØ de bovino se bloquearon con suero de cerdo al 2% disuelto en PBS, se 

incubaron 2 h a temperatura ambiente, posteriormente se le agregó el anticuerpo a 

una concentración del 1% y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. 

Se utilizó un control el cuál se incubó sin el anticuerpo. La detección se realizó con 

anticuerpo anti-ratón biotinilado producido en cabra (biotinylated link universal, 

Dako Cytomation, Carpintería, CA) las células se incubaron 30 min a temperatura 

ambiente. Las muestras se lavaron con PBS y se expusieron a estreptavidina 

(Dako Cytomation, Carpintería, CA) por 30 min, el revelado se realizó con 0.05% 

diaminobenzidina (DAB) (Dako Cytomation, Carpintería, CA) en 50mmol/L Tris-

HCl (pH 7.4) con 0.1% vol/vol peroxido de hidrógeno (Golden bell, México) por 5 

min. y se contratiñeron con hematoxilina. Se observaron las células al microscopio 

(100X) para determinar la translocación al núcleo de AIF. Los resultados son 

representativos de tres réplicas independientes. 



RESULTADOS  

 

CONDENSACIÓN DE CROMATINA Y FRAGMENTACIÓN DE DNA.  

A las 48 h de incubación con 25 µg de ELB se observó condensación de cromatina 

en el 19 % de los MØ y esta se incrementó al 33% al incubarlos con 50 µg de ELB, 

lo cual indica que la condensación de cromatina en MØ de bovino es un evento 

dependientes de la dosis y tiempo de incubación con ELB, por lo que se decidió 

utilizar 100 µg de ELB y 24 h de incubación. 

Al incubar los macrófagos de bovino (MØ) con el ELB de M. bovis a una 

concentración de 100 µg por cada 2 X105 MØ y teñirlos con yoduro de propidio se 

observó una inducción de 3 veces más (37 ± 5%) condensación de cromatina 

comparado con el control negativo de MØ sin tratamiento (10 ± 3 %) (Figura 2A y 

B). Cuando se realizó la técnica de TUNEL para detectar células con 

fragmentación de ADN se observó un resultado parecido ya que el ELB fue capaz 

de inducir 3 veces más (38.9 ± 14%) fragmentación de ADN en los MØ, en 

comparación con el control negativo (8.9 ± 4%) (Figura 3). La infección por M. 

bovis indujo la fragmentación del ADN en 53.7 ± 24% de MØ, porcentaje que no se 

vio afectado por la presencia del inhibidor general de caspasas (z-VAD) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 



 
Figura 2. Condensación de cromatina en MØ incubados con ELB. Los MØ se 

incubaron 24 h con 100 µg de ELB. A) Imágenes donde se observa condensación 

de cromatina en los núcleos de los MØ tenidos con yoduro  de propidio. B) Gráfica 

con los porcentajes de células que mostraron condensación de cromatina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fragmentación de ADN en MØ infectados con M. bovis e incubados con 

ELB. Se infectaron a los MØ con una MOI de 1:10 (barra cuadros), se incubaron 16 

h, y los tratados con 100 µg de ELB se incubaron 24 h (barra punteada). Se 

detecto la fragmentación de ADN por medio de la técnica de TUNEL y analizando 

las células por citometría de flujo. 
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GEL DE DOBLE DIMENSIÓN.  

En el gel de doble dimensión del ELB, se observaron 61 puntos (Figura 4), los 

cuales podrían corresponder cada uno a una especie proteica distinta. 

Aproximadamente el 80% de los puntos se ubicó entre el pH 4.5 y 5.5, mientras 

que el menor número de puntos se ubicó entre el pH 6 y 7. En cambio la mayoría 

de los puntos se localizó entre los 25 y 60 kDa. Tomando como base el punto 

isoeléctrico (pI) y la masa molecular (MM), se consultó la base de datos ExPASy 

(http/us.expasy.org/tools/tagident.html), con la finalidad de determinar la posible 

identidad de las proteínas. Con ese análisis se observó que un mismo punto 

podría corresponder a más de 5 diferentes proteínas. Las proteínas reportadas en 

esta base de datos presentan diferentes localizaciones en la bacteria; pueden ser 

constitutivas, citoplásmicas o de pared. Cabe mencionar que el análisis por 

ExPASy no permite determinar la identidad precisa de cada proteína, por lo cuál 

estos resultados deben tomarse con reserva, y ser complementados con otros 

estudios encaminados a la identificación de cada proteína, por ejemplo 

degradación de Edman ó análisis basado en espectrometría de masas. 

 



 

 

 

 

 

     A            B 

 
Figura 4. Gel de doble dimensión del ELB de M. bovis. La muestra del ELB se le 

realizó A) electroforesis de una dimensión B) y en tiras de gradiente de pH inmóvil 

de 4 a 7. 

 



DETECCIÓN DE CALCIO CITOPLÁSMICO. Después de incubar los MØ 48 h con 

50 µg de ELB de M. bovis, se determinó la presencia de Ca2+ en el citoplasma de 

las células, por medio de la sonda Fluo-4. La intensidad de fluorescencia (MIF) en 

los MØ incubados con el ELB (IF 961), mostró un ligero aumento, en comparación 

con el CP (IF 1159) (Figura 5A y B). 

 

 

 

 A           B             

 
Figura 5. Calcio libre en el citoplasma en MØ de bovino incubados con ELB. Se 

trataron los MØ con 50 µg de ELB y se incubaron 48 h. A) Gráfica con los 

porcentajes de intensidad de fluorescencia en los MØ. B) Imágenes que muestran 

la fluorescencia en MØ incubados con diferentes tratamientos utilizando Fluo-4 

para detectar la presencia de calcio en el citoplasma.   

 

 

PÉRDIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA EXTERNA DE LA MITOCONDRIA 

(PMEM).  

Para determinar si la mitocondria tenía participación en los eventos observados 

anteriormente, condensación de cromatina, fragmentación de DNA y presencia de 

Ca2+ en el citoplasma, se procedió a realizar la tinción de DiOC6 en los MØ 
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incubados con el ELB, dicha tinción nos permite observar la pérdida del PMEM, el 

cuál es un evento temprano de apoptosis. Los MØ incubados 12 h con 100 µg del 

ELB mostraron una pérdida de 5 veces mas (5%) del PMEM en comparación con 

el control negativo, dicha pérdida se mantuvo a las 24 h y aumentó a 15 veces 

más a las 48 h (Figura 6). Al incubar con 200 µg de ELB se observó una pérdida 

mínima del PMEM a las 12 y 24 h, la cuál no se presentó a las 48 h de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Porcentaje de MØ con pérdida del PMEM. Se 

incubaron las células a diferentes tiempos 12, 24 y 48 h 

y a diferentes concentraciones de ELB 100 y 200 µg. 

La pérdida del PMEM se detecto tiñendo las células 

con DiOC6 y analizándolas por citometría de flujo. 

 

 

ACTIVIDAD DE CASPASAS.  

Se utilizó sustrato marcado para determinar la actividad de caspasa por medio de 

fluorometría en los MØ incubados con ELB e infectados con M. bovis a las 24 y 16 

horas de incubación respectivamente. El resultado evidencia la falta de actividad 



de caspasa 3, 8 y 9 en la infección con M. bovis (Figura 7A), de igual forma no se 

observó actividad en la incubación con el ELB (Figura 7B). También se midió la 

actividad de caspasa 1 en MØ infectados con M. bovis y se obtuvo el mismo 

resultado de no actividad (Figura 8). Así mismo al determinar la actividad de 

caspasa 3 en MØ infectados con M. tuberculosis a diferentes MOI 1:10, 1:20 y 1:25 

se observó la ausencia de actividad de está caspasa (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto de M. bovis y ELB en la actividad de caspasas. 

A) MØ de bovino infectados con M. bovis 1:10, B) MØ incubados 

con ELB (B). Se les detectó la actividad de caspasa 3, 8 y 9 con 

sustratos marcados y la actividad de las caspasas fue detectada 

por fluorometría.  

 

 

Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8

-0.01

0.00

0.01

0.02

0.03
Positive
Negative
CFE

F/h
/ m

g p
ro

tei
n

B

F/ 
h /

 m
g

pr
ote

ína

Caspasa 3     Caspasa 9     Caspasa 8

Positivo
Negativo
ELC

Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8

-0.01

0.00

0.01

0.02

0.03
Positive
Negative
CFE

F/h
/ m

g p
ro

tei
n

B

F/ 
h /

 m
g

pr
ote

ína

Caspasa 3     Caspasa 9     Caspasa 8

Positivo
Negativo
ELC

Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8-0.2

-0.1

0.0

Positive

Negative

M. bovis

M. bovis-z-VAD

z-VAD

F
 /
 h

 /
 m

g
 p

ro
te

in

Positivo

Negativo

M. bovis
M. bovis -z-VAD

z-VAD

Caspasa 3       Caspasa 9         Caspasa 8 

A

F
/h

/m
g

p
ro

te
ín

a

Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8-0.2

-0.1

0.0

Positive

Negative

M. bovis

M. bovis-z-VAD

z-VAD

F
 /
 h

 /
 m

g
 p

ro
te

in

Positivo

Negativo

M. bovis
M. bovis -z-VAD

z-VAD

Caspasa 3       Caspasa 9         Caspasa 8 

A

F
/h

/m
g

p
ro

te
ín

a

ELB 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efecto de M. bovis en la actividad de caspasa 1. MØ de 

bovino infectados M. bovis 1:10 e incubados 16 h, se les detecto la 

actividad de caspasa 1 utilizando sustrato marcado la actividad de la 

caspasa fue detectada por fluorometría. 

 

 

 
Figura 9. Efecto de M. tuberculosis en la actividad de caspasa 3. Los 

MØ de bovino infectados con M. tuberculosis 1:10, 1:20 y 1:25 

incubados 16 h, se les detecto la actividad de caspasa 3 por medio 

de sustrato marcado y midiendo la actividad por una técnica 

fluorometríca. 
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INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECTAR AIF.  

Al utilizar anticuerpos monoclonales contra AIF en los MØ infectado con M. bovis 

se observó por medio de la técnica de inmunohistoquímica 32 ± 3.5% de células 

con translocación de AIF al núcleo en los MØ infectados y 37 ± 2.6% en los que 

previamente se trataron con z-VAD y posteriormente se infectaron y en los MØ 

incubados con ELB presentaron 26 ± 4.9%, en cambio los controles negativo e 

incubados únicamente con z-VAD presentaron solo 8% (Figura 10A). Las células 

se observaron al microscopio para realizar el conteo de aquellas que presentaban 

núcleos teñidos de color oscuro, los cuales se consideraron como positivos a la 

translocación de AIF al núcleo (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Trasnlocación de AIF al núcleo. Porcentaje de MØ 

infectaron con M. bovis y e incubados con ELB que fueron 

positivos a la translocación de AIF al núcleo (A). Imágenes 

de MØ con diferentes tratamientos se observa la tonalidad 

obscura de los núcleos positivos a la translocación de AIF 

(Flechas) y la tonalidad morada en los núcleos negativos a 

la translocación (Cabezas de flecha) (B).  
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DISCUSIÓN  

 

La primera evidencia de que la muerte celular programada (MCP) inducida por M. 

bovis se desarrolla en ausencia de la activación de las caspasas se obtuvo al 

incubar a los macrófagos (MØ) con el inhibidor general de caspasas previo a la 

infección. La fragmentación del ADN no se vio afectada por la presencia de z-VAD 

(Figura 3), en cambio las células incubadas con camptotecina (control positivo) 

sufrieron una disminución en el porcentaje de fragmentación del ADN como efecto 

del inhibidor. Con el objetivo de confirmar esta observación se procedió a evaluar 

la activación de diferentes caspasas en forma individual mediante una técnica de 

substrato marcado. La activación de caspasa 3, 8 y 9 no se observó en los MØ 

infectados a diferencia de lo que ocurrió en las células tratadas con camptotecina 

donde se comprobó la participación de las tres proteínas (figura 7A). Como 

consecuencia de estos resultados se procedió a identificar la participación de las 

caspasas en células inducidas a sufrir MCP al ser incubadas con el ELB. En forma 

semejante a lo que ocurrió con los MØ infectados, la incubación con z-VAD no 

afectó la proporción de fragmentación de ADN en las células incubadas con el 

ELB. Al utilizar la técnica de substrato marcado tampoco se identificó la actividad 

individual de ninguna de las caspasas investigadas (Figura 7B). De igual forma se 

determinó la participación de caspasa 1 por sustrato marcado; observándose la 

ausencia de la actividad de esta caspasa (Figura 8). Era importante comprobar la 

actividad de esta caspasa debido a que en diferentes trabajos, reportaron la 

activación de caspasa 1 y su relación con la MCP inducida por 

micobacterias.7,15,36,82 Todos estos resultados sugieren que la MCP inducida en 

macrófagos bovinos ya sea infectados con M. bovis o tratados con su ELB se 

genera en una modalidad independiente de caspasas. 

 

Es conocido que M. tuberculosis es capaz de inducir MCP en células infectadas y 

este evento se asocia con la actividad de caspasas.10,15,28,79,80 Al detectar la 

actividad de caspasa 3 en MØ de bovino infectados con M. tuberculosis H37Rv se 



observó la carencia de actividad de esta proteína (Figura 9) sugiriendo que el 

proceso biológico de MCP depende del origen de las células. En relación a este 

resultado, en una publicación reciente,54 demostraron muerte celular 

independiente de caspasas (MCIC) en MØ de ratón infectados con M. tuberculosis, 

sin embargo el evento fue asociado a una multiplicidad de infección (MOI) alta de 

1:25. Considerando este dato se infectaron MØ de bovino con diferentes MOI, de 

10, 20 y 25, sin embargo, no se logró detectar la actividad de caspasa 3 (Figura 9). 

Con base en lo anterior se sugiere que los MØ de bovino no responden de igual 

forma que los MØ de ratón y humano a la infección por M. tuberculosis.  

 

Una característica de las especies patógenas del género Mycobacterium es la 

inducción de MCP, la cual depende de la presencia de bacterias vivas,35,44,53,78 

aunque también se ha descrito que algunos de sus componentes proteicos 

pueden inducirla.16,42,59 M. bovis induce MCP, sin embargo se desconoce que 

moléculas son las responsables de inducir este proceso, por lo cual se evaluó si el 

ELB de M. bovis era capaz de inducir MCP en MØ de bovino. Para lo cual se 

incubó a los MØ con el ELB. A las 24 h de incubación se observaron cambios 

morfológicos característicos de la MCP, como la condensación de la cromatina 

(Figura 2A y B) y fragmentación de ADN (Figura 3). Estos resultados son similares 

a los reportados por Hayashi42, quien observó que el sonicado de M. avium indujo 

la fragmentación del ADN en células THP-1. El ELB al ser una mezcla compleja de 

proteínas y lípidos provenientes del citoplasma y de la membrana celular 

bacteriana, no puede descartarse la presencia de LAM en el ELB, sin embargo, su 

participación en la inducción de MCP es limitada ya que diferentes modelos 

biológicos indican que LAM inhibe el proceso apoptótico al fosforilar la proteína 

proapoptótica Bad.61,71,81,82 

 

Para conocer si la mitocondria participaba en la MCP en los MØ de bovino, se 

decidió medir el potencial de la membrana externa de la mitocondria (PMEM) en 

los MØ incubados a diferentes tiempos con el ELB, para lo cual se utilizó la tinción 



de DiOC6. Lo que se observó fue una pérdida del PMEM de 5 veces más 

comparado con el control negativo a las 12 y 24 h y aumenta 15 veces más a las 

48 h (Figura 6). Estos resultados son similares a trabajos donde se observa que la 

infección con M. tuberculosis se relaciona con la pérdida del PMEM y estos 

eventos contribuyen al desarrollo de MCP en diferentes modelos biológicos.1,36,81 

Así mismo la detección de calcio (Ca2+) por Fluo-4 en MØ incubados con ELB 

(Figura 5), permite sugerir que esta molécula pudiera estar involucrada en las 

señales celulares que desencadenan MCP durante la infección con M. bovis. Lo 

anterior se relaciona con diferentes reportes que consideran la salida de Ca2+ de la 

mitocondria como una señal para que se desencadene la MCP en células 

infectadas con M. tuberculosis.27,36,81 

 

Los resultados obtenidos indicaban que M. bovis inducía cambios morfológicos 

característicos a MCP, los cuáles se presentaban con una pérdida considerable 

del PMEM sin embargo no se detectó la activación de caspasas. Se conoce que 

cuando se pierde el PMEM se presenta la salida de diferentes componentes 

inductores de MCP del espacio intermembranal del organelo hacia el citosol, una 

de estas moléculas es el factor de inducción de apoptosis (AIF), el cuál es una 

proteína que tiene la función de oxidoreductasa,67 sin embargo, una vez que es 

liberada al citosol transloca a núcleo donde participa en la condensación de 

cromatina y fragmentación de ADN58,100 y todo este evento se puede dar sin la 

participación de las caspasas, por lo tanto AIF se considera importante en la 

MCIC.21 Por todo lo anterior se procedió a tratar de detectar con un anticuerpo 

monoclonal específico contra está proteína, la presencia de AIF en el núcleo de 

MØ infectados con M. bovis. Los resultados mostraron un 32% de células 

infectadas que presentaban translocación de AIF al núcleo y dicho evento no se 

inhibió al realizar un tratamiento previo a la infección con z-VAD. 

 

Considerando los resultados mostrados se propone que en el MØ de bovino una 

vez que es infectado por M. bovis se activan varias señales que desencadenan la 



MCIC (Figura 11). Durante la infección del MØ por M. bovis se pierde el PMEM, 

que si bien es menor tomando como referencia el control positivo, permite la salida 

de AIF al citosol y su posterior translocación al núcleo donde participa en la 

condensación de cromatina y fragmentación del ADN y todo este evento se 

desarrolla sin que se involucren las caspasas, así mismo esa pérdida del PMEM 

permite la salida de Ca2+ al citoplasma, el cuál puede participar en la activación de 

vías propias de MCP. Las interrogantes que existen en este momento es qué 

señales se presentan antes de la pérdida de la PMEM y que permiten se 

desencadene la MCIC en el MØ infectado e incubado con ELB de M. bovis. 

Pueden estar ocurriendo varios sucesos, uno de ellos es la participación de la 

familia de proteínas Bcl-2, esto es debido a que existe reportes donde relacionan 

la liberación de AIF con la participación de Bax,4,22 que si bien en estos estudios 

se relaciona el evento con la actividad de caspasas cabe mencionar que existen 

trabajos donde mencionan la liberación de AIF sin que se involucren las 

caspasas.40,64 Otra explicación puede ser la variación en los niveles de Ca2+ 

citosólico proveniente del estrés del retículo endoplásmico, que permiten la 

activación de proteínas que interactúan con Bax y favorecen su translocación a la 

mitocondria .12 



 

                       

 

Figura 11. Señales celulares que se activan en el MØ de 

bovino por la infección con M. bovis. La bacteria puede 

interactuar con la familia de proteínas Bcl-2, una vez 

activadas formarían poros en la membrana mitocondrial, lo 

que permitiría la pérdida de la PMEM, por lo tanto la salida 

de Ca2+ y AIF y este último transloca a núcleo para participar 

en la MCP sin la activación de caspasas. 
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CONCLUSION 

 

La infección de macrófagos de bovino con Mycobacterium bovis o su estimulación 

con extracto libre de bacterias inducen muerte celular programada sin la activación 

de la cascada de caspasas. 

 

El factor de inducción de apoptosis participa en la muerte celular programada de 

los macrófagos de bovino durante la infección con Mycobacterium bovis. 
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