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Resumen 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el agente causal 
Mycobacterium tuberculosis y se estima actualmente que un tercio de la población a nivel 
mundial se encuentra infectado. Un importante factor de riesgo es fumar. El tabaquismo 
es una adicción de problemática mundial y la OMS reportó que fumar incrementa hasta 
1.6 veces el riesgo de padecer tuberculosis. La nicotina es el componente del humo del 
cigarro más estudiado, ya que genera una respuesta pro-inflamatoria desde el punto de 
vista del huesped. Desde el punto de vista del agente causal, no se tiene información 
acerca de la respuesta cuando el huésped está en contacto con el humo del cigarro. Por 
eso es importante saber si la nicotina genera algún cambio directamente en la virulencia 
de M. tuberculosis. En este trabajo se evaluó el crecimiento de M. tuberculosis expuesta 
a la nicotina, además de la interacción física dentro de neumocitos tipo II entre la nicotina 
y la bacteria mediante microscopia confocal y la expresión de los siguientes genes de 
virulencia lys X, pirG, fad26, fbpA, ompAtb, hbhA, esxA (esat 6), esxB (cfp10), Hspx, 
katG, LpqH y caeA. Se encontró que la nicotina entra y se distribuye de manera uniforme 
en el citoplasma de los neumocitos tipo II, gracias a su naturaleza lipofílica. Se observó 
interacción entre la bacteria y la nicotina, debido a la colocalización de ambas dentro de 
la célula. Se demostró que la nicotina incrementa el crecimiento de la micobacteria, 
creemos que este efecto en la bacteria puede deberse por la expresión de una estructura 
similar al receptor alfa 7 nicotínico de acetilcolina, que reconoce la nicotina en el medio 
de crecimiento y produce cambios en la virulencia de la bacteria al inducir la expresión 
de genes que se relacionan con cambios en  la secreción y superficie celular, en la 
envoltura bacteriana y en la respuesta a péptidos antimicrobianos, dando como resultado 
una cepa más virulenta y metabólicamente más activa. 
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Abstract 

Tuberculosis is an infectious disease caused by the causative agent Mycobacterium 
tuberculosis. It is currently estimated that one third of the world's population is infecteded. 
A major risk factor is smoking. Smoking is a global addiction problem. The WHO reported 
that smoking increases up to 1.6 times the risk of suffering from tuberculosis. Nicotine is 
the most studied component of cigarette smoke, since it generates a pro-inflammatory 
response from the host's point of view. From the point of view of the causative agent, 
there is no information about the response when the host is in contact with cigarette 
smoke. For this reason, it is important to know whether nicotine generates any changes 
directly in the virulence of M. tuberculosis. In this work, the growth of M. tuberculosis 
exposed to nicotine was evaluated, as well as the physical interaction between nicotine 
and the bacterium within type II pneumocytes using confocal microscopy, as well as the 
expression of the following virulence genes: 16S, lys X , pirG, fad26, fbpA, ompAtb, hbhA, 
esxA (esat 6), esxB (cfp10), Hspx, katG, LpqH and caeA. It was found that nicotine enters 
into the cell and is evenly distributed in the cytoplasm of type II pneumocytes, due  to its 
lipophilic nature. There is also an interaction between the bacteria and nicotine, as show 
by the colocalization of both elements within the cell. It was demonstrated that nicotine 
increases bacteria growth and it is suggested that this effect might be mediated through  
a structure similar to the alpha 7 nicotinic acetylcholine receptor, which recognizes 
nicotine in the growth medium and produces changes in the virulence of the bacteria, 
upregulating the expression of genes that are related to changes in the secretion and cell 
surface, in the bacterial envelope and in the response to antimicrobial peptides, resulting 
in a more virulent and metabolically active strain. 
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1.0 Introducción 

El consumo de tabaco es una adicción de problemática mundial, que causa millones 

de muertes directas o indirectas por las consecuencias de salud que ocasiona (Health, 

2015). Estas se producen tanto por la interacción del humo directo y el de segunda mano 

(Feng et al., 2014). Los gastos vinculados a las complicaciones en salud son altos y 

cuestan millones de dólares al año, aunado a que se generan durante la edad 

económicamente activa lo que empeora la situación económica (Ariyothai et al., 2004).  

La comorbilidad con otras enfermedades ha aumentado ya que ocasiona efectos 

adversos en todo el organismo, incrementa significativamente el riesgo de cáncer de 

pulmón, boca, laringe, esófago y vejiga, de enfermedades del corazón y a padecer 

infecciones microbianas como la tuberculosis (TB) (Siewchaisakul et al., 2021). 

  La TB es causada por el agente causal Mycobacterirum tuberculosis y se estima 

actualmente que un tercio de la población a nivel mundial se encuentra infectada. Los 

factores de riesgo son desnutrición, el nivel socioeconómico, la edad o fumar. En forma 

específica ser fumador activo o pasivo aumenta la incidencia para contraer o reactivar la 

TB (Koch, 2018).  

 Los componentes del humo del cigarro son alrededor de 4000, tanto en la fase 

gaseosa como en la fase solida o de partículas. La nicotina es uno de estos compuestos, 

que genera cambios en la respuesta inmune tanto innata como adaptativa dando lugar a 

una respuesta pro-inflamatoria (Marino, 2004). En fumadores se ha encontrado niveles 

séricos de 10μM (incluso se han evaluado hasta de 50μM) (Thome et al., 2012). 

 Desde el punto de vista del huésped la patogenicidad en la TB inicia por inhalación 

de gotitas infecciosas, eliminadas al aire por el estornudo de un paciente infectado. M. 

tuberculosis entra por la nariz, pasa a la tráquea, bronquios, bronquiolos y alveolo. Una 

vez en el alveolo es fagocitado. Este proceso es necesario ya que se trata de un 

patógeno intracelular. Se genera una respuesta Th1 (para la formación de granulomas) 

en la cual las células T activadas producen interferón (IFN)-γ y factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α), o bien responden eliminando al patógeno sin generar granulomas. 
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 Desde el punto de vista del agente infeccioso la respuesta se encuentra poco 

estudiada. Sabemos que M. tuberculosis son bacilos gram positivo, ácido-alcohol 

resistentes, con tamaño entre 0.2-0.7 micras (µm) de ancho y 1-10 µm de largo , 

ligeramente curvados, aerobios estrictos, inmóviles, no formadores de esporas ni 

cápsulas y de crecimiento lento. Su respuesta depende de los factores de virulencia. Se 

define como factor de virulencia al conjunto de mecanismos con los que cuenta un 

microorganismo para poder entrar al organismo, invadir los tejidos y provocar 

enfermedad (Liu et al., 2016).  

Sin embargo, no hay una respuesta concreta acerca de los factores de virulencia 

relacionados a la progresión de la TB en el ser humano, ni tampoco en su interacción 

cuando el huésped está en contacto con la nicotina. 

Gracias a la secuenciación del gen de M. tuberculosis se ha logrado determinar 

una serie de genes involucrados en la virulencia y se pueden clasificar en diferentes 

grupos: los involucrados en la envoltura y secreción celular, los componentes de 

superficie celular, los involucrados en las enzimas del metabolismo celular, los 

encargados en la incorporación de metales y los reguladores transcripcionales.   

 Entonces resulta importante estudiar la relación entre los factores de virulencia 

de M. tuberculosis cuando se encuentra en presencia de la nicotina. 
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2.0 Antecedentes 

2.1 Tabaquismo 

El tabaquismo es de las mayores amenazas para la salud pública que ha tenido 

que afrontar el mundo, se estima que la mitad de las personas que consumen tabaco 

mueren. En el año 2022, se reportaron casi 8 millones muertes a nivel mundial 

relacionadas con el consumo de tabaco, de los cuales más de 1,200,000 son no 

fumadores expuestos al humo de segunda mano y se estima que cada año mueren 

65,000 niños según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Salud, 2022). Casi el 

80% de los fumadores que hay en el mundo viven en países de ingresos bajos o medios. 

En 2020, el 22,3% de la población mundial consumía tabaco, concretamente el 36,7% 

de todos los hombres y el 7,8% de las mujeres del mundo (Salud, 2022; Salud, 2015).  

Los gastos relacionados con el consumo del tabaco son muy altos, además de 

que las complicaciones en salud también cuestan millones de dólares. En Estados 

Unidos, se han reportado más de 300 mil millones de dólares por año, incluyendo casi 

170 mil millones de dólares para atención médica directa para adultos, más de 156 mil 

millones de dólares en pérdida de productividad, incluidos 5,6 mil millones en pérdida de 

productividad debido a la exposición al humo de segunda mano (Bishwakarma et al., 

2015).  La adicción al tabaco y sus efectos nocivos en la salud está relacionada con los 

componentes del humo del cigarro por eso es importante conocerlos.  

 

2.2 Componentes del humo del cigarro 

Los componentes del humo del cigarro son alrededor de 4,685 sustancias 

diferentes y son altamente tóxicas, tanto para los tejidos del sistema respiratorio y 

circulatorio como para las células del conjunto del organismo humano. Las sustancias 

que aparecerán en el humo de la combustión se dividen en dos fases: fase gaseosa y 

fase sólida o de partículas (Ariyothai et al., 2004). La separación de las fases se realiza 

pasando el humo del tabaco por un filtro formado por agujas de vidrio muy finas que 

retienen las partículas dejando pasar la fase gaseosa.  
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Posteriormente se identifican las sustancias con espectrometría de masas o 

cromatografía gaseosa (Ariyothai et al., 2004). Algunos de los componentes identificados 

en la fase gaseosa son los siguientes: monóxido de carbono (CO), dióxido de carbono 

(CO2), acetona, acetonitrilo, acetileno, NH3 (amonio), dimetilinitrosamina, ácido cianídrico 

(HCN), metano, propano, piridina, metil clorhidrato, metil furano, óxido nítrico (NO), 

nitrospirrolidina, propionaldehido, 2-butano, 3-picolina, 3-binilpiridina, entre otros (Liao et 

al., 2015). 

De la fase de partículas se han aislado: nicotina, anilina, benzopireno, 

catecolamina, hidracina, naftalina, metil naftalina, metil quinolinas, fenol, pireno, 

quinolona, tolueno, 2-naftilamina, 4-aminopifenil, entre otros (Liao et al., 2015). 

Se observan variaciones cuantitativas de los componentes en los diferentes tipos 

de cigarros, debido a características del tipo de filtros, factores de producción, uso de 

fertilizantes, métodos analíticos, etc. La Agencia Internacional de Investigación en 

Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) ha incluido algunos agentes químicos 

procedentes del humo del tabaco en el “Grupo I de carcinógenos humanos”: benceno, 

Cadmio (Cd), Arsénico (As), Niquel (Ni), Cromo (Cr), 2-naftil-amino, cloro vinil, 4 

aminobifenil y Berilio (Be). Cuando se usan los piretroides como insecticidas en el cultivo 

del tabaco, algunos residuos de estos componentes pueden aparecer en el humo del 

cigarrillo.  

Al consumir cigarrillos se tienen dos clases de usuarios: 

 El primer grupo ingiere el humo mediante una maniobra de aspiración en que el 

fumador lo dirige hacia su propio aparato respiratorio, pasando de la cavidad oral 

directamente a los pulmones (Ariyothai et al., 2004). 

 

 Un segundo grupo o lateral que se produce al consumirse espontáneamente el 

humo del cigarro, que es la que inhala el fumador pasivo (Ariyothai et al., 2004). 

 

La absorción de los componentes va a depender del pH y de la solubilidad, así los 

elementos más solubles en agua se absorberán en vías aéreas superiores y los de baja 
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solubilidad se absorberán a nivel alveolar. Una vez absorbidos pasan a circulación 

ejerciendo su efecto en cerebro y tejidos periféricos. Muchas de estas sustancias no 

permanecen como tales en el organismo, sino que forman metabolitos o sustancias 

intermedias que reaccionan con otros componentes del propio organismo o componentes 

externos (Feng et al., 2014). 

 

2.3 Nicotina 

La nicotina es un compuesto orgánico, un alcaloide encontrado principalmente en 

la planta del tabaco (Nicotiana tabacum), con alta concentración en sus hojas (constituye 

cerca del 5% del peso de la planta y del 3% del peso del tabaco seco) (Armitage et al., 

1970).   

La nicotina (C10 H14 N2) posee dos núcleos heterocíclicos nitrogenados: un anillo 

piridínico y otro pirrolidínico, es liposolubles, se fija selectivamente a los receptores 

colinérgicos nicotínicos, presentando una acción activadora al principio y bloqueadora 

posteriormente. El equilibrio entre sus formas ionizadas y no ionizadas dependen del pH 

del medio. Cuando éste es ácido la nicotina tiende a estar ionizada y consecuentemente 

presenta una notable dificultad para atravesar las membranas biológicas. Por el 

contrario, cuando el medio es básico, la nicotina tiende a estar en su forma no ionizada, 

por lo que dada su liposolubilidad atraviesa con facilidad las membranas biológicas 

(Benowitz et al., 1988). 

 

La nicotina es la responsable de la adicción al tabaco. La mayoría de los cigarrillos 

del mercado contienen 10 mg o más de nicotina, de la cual se inhala entre 1 y 2 

mg/cigarrillo. En fumadores se ha encontrado en promedio, niveles séricos de 10 µM 

(incluso se han evaluado hasta 50 µM). Es el alcaloide más importante (90 – 95 % del 

total de alcaloides) (Liao et al., 2015).  

 

En el humo de los cigarrillos está principalmente en forma de sales ácidas (en el 

humo de los puros se encuentra en forma de sales básicas), por lo que su absorción a 
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nivel bucal es mínima; de ahí la necesidad del fumador de hacer inhalaciones profundas 

para absorber la nicotina a nivel pulmonar, arrastrando consigo todas las sustancias 

tóxicas presentes en el humo del pulmón, a través de la circulación pulmonar, pasa a 

circulación arterial, por lo que accede al cerebro muy rápidamente, en un plazo de 9-10 

segundos. Posteriormente se distribuye vía sanguínea por otros tejidos, como pulmón o 

hígado (Metcalfe et al., 2014). 

El metabolismo ocurre mayoritariamente en el hígado a través del citocromo P-

450, formándose metabolitos sin capacidad adictiva: cotinina y nicotina 1´-N-óxido (Ko et 

al., 2015). La excreción de estos metabolitos, así como de la nicotina no metabolizada 

(entre un 5 y un 10 %) se produce principalmente a través del riñón, dependiendo del pH 

de la orina (a pH ácido se favorece la eliminación). Otras vías de eliminación son la saliva, 

el sudor, la leche materna y a través de la placenta (Zacharasiewicz, 2016). 

 A nivel cerebral una parte de la nicotina se transforma en metabolitos intermedios 

(como nornicotina) que pueden ser neurotóxicos, y actuar sobre los receptores 

colinérgicos nicotínicos en el sistema nervioso central. Recientes investigaciones en 

ratas han demostrado que la nornicotina tiene efectos estimulantes en el aparato 

locomotor y refuerza los efectos de la nicotina (Liao et al., 2015).  

Los efectos de la nicotina son inmediatamente después de la absorción, produce 

una activación de las glándulas adrenales y una descarga de adrenalina que produce 

estimulación corporal y descarga súbita de glucosa, aumento de la presión arterial, la 

respiración y el ritmo cardíaco (Feng et al., 2014).  

 

Además, su potencial adictivo también se debe a que produce liberación de 

dopamina en las regiones del cerebro que controlan las sensaciones de placer y 

bienestar; hay que tener en cuenta que la nicotina crea tolerancia. En contraposición, 

dependiendo de la dosis de nicotina inhalada y del nivel de estimulación del sistema 

nervioso, la nicotina puede producir efecto sedante (Kearley et al., 2015). En la tabla 1 

se enumeran alteraciones ocasionadas por la exposición a la nicotina en diferentes 

partes del organismo. 
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Tabla 1. Alteraciones de la nicotina (Liao et al., 2015) 

Efectos 

neuroendocrinos 

Aumento de la liberación de hormona cortisol, vasopresina, aldosterona, hormona 

del crecimiento y prolactina. 

Aparato circulatorio Aumento de la presión sanguínea y vasoconstricción a nivel de pequeños vasos 

periféricos, lo que implica menor aporte sanguíneo a la parte irrigada y disminución 

de la temperatura sobre todo de manos y pies. 

Sistema 

gastrointestinal 

Se sabe que el fumar aumenta la amenaza de los cánceres del páncreas, del 

estómago, de la boca, del hígado, del recto, del colon y del esófago, y puede causar 

condiciones tales como enfermedad del reflujo gastro del esófago. 

Sistema 

respiratorio 

El aumento de la frecuencia respiratoria hace que se reduzca la función inmunitaria 

del pulmón, lo que favorece la aparición de infecciones y el desarrollo de neoplasias.  

Perfil lipídico Aumento en el recuento celular y en el tamaño de plaquetas y disminución en la 

capacidad de deformación plaquetaria. El mayor número de plaquetas, junto con la 

disminución en la síntesis de prostaglandinas favorece la adhesividad y la 

agregación plaquetaria. Pero además la nicotina produce aumento de tromboxanos, 

trombina y fibrinógeno, lo que también favorece la formación de trombos 

plaquetarios intravasculares. 

Metabolismo  Aumento del metabolismo basal. 

Interacciones 

metabólicas 

Se van a producir interacciones con muchas sustancias, incluidos fármacos, que 

utilizan la misma vía de metabolización que la nicotina (P-450), bien compitiendo 

con ellos, o bien acelerando su metabolismo (es el caso de la teofilina). 

 

La nicotina se detecta por el receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR), el cual 

pertenecen a la superfamilia de receptores ionotrópicos. Existen diferentes subtipos, 

formados por la asociación de cinco subunidades que están codificadas por diversos 

genes (Carlsom, 2022). Hasta el momento, los genes codifican para dos subfamilias, una 

de nueve subunidades α (α2-α10) y otra de tres subunidades β (β2-β4), cuya expresión 

se ha detectado en diversas células del cuerpo. Estas subunidades se ensamblan 

formando pentámeros, que pueden ser homoméricos o heteroméricos, dejando un canal 

central permeable a iones que posee diferentes propiedades estructurales, funcionales 

y farmacológicas (Hendrickson, 2022).  
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Figura 1. Estructura de los receptores nAChR . (A) Estructura del receptor nAChR homomérico se notan 

los dominios extracelular e intracelular, las subunidades (M1-M4). (B) Estructura del receptor nAChR 

heteromérico con cinco subunidades funcionales. (C) Los receptores homoméricos constan de una sola 

subunidad y por lo general tienen agonistas de baja afinidad. Se muestran dos receptores con  

subunidades alpha-7, alpha-9. (D) Los receptores heteroméricos tienen alta afinidad y consisten en una 

combinación de subunidades alpha y beta, los sitios de unión se describen como triángulos rojos 

(Hendrickson et al,. 2013).  Traducido por JPHA. 

 

Los nAChR pueden agruparse en dos familias: los sensibles a α-bungarotoxina 

(α-BgTx) que es una toxina de la serpiente krait (Bungarus multicinctus) (Whiting, 1987),  

los cuales están formados por subunidades α7, α8, α9 y α10, que pueden formar 

receptores homoméricos o heteroméricos; y los heteroméricos formados por 

subunidades α2-α6 y β2-β4, a los que se une con elevada afinidad la nicotina y diversos 

agonistas nicotínicos. En función de las subunidades que los forman, los nAChR son 

permeables a los cationes Na+, K+ o Ca2+. (Hendrickson et al., 2013) 

Otro inhibidor del receptor nAChR es la mecamelamina (Inversine ®), el primer agente 

antihipertensivo disponible por vía oral lanzado en la década de 1950, aunque rara vez 

se utiliza hoy en día para la hipertensión debido a sus efectos secundarios. Sin embargo, 

estudios clínicos más recientes sugieren que la mecamilamina es eficaz a dosis mucho 

Extracelular 

Intracelular 

Homomérico nAChRs Heteromérico nAChRs 
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más bajas para bloquear los efectos centrales y periféricos de la nicotina. 

Farmacológicamente, la mecamelamina se ha caracterizado bien como un antagonista 

no selectivo y no competitivo de los nAChRs, debido a que la mecamelamina atraviesa 

fácilmente la barrera hematoencefálica en dosis relativamente bajas (2.5 a 10 mg) 

(Bacher et al., 2009). 

 

2.4 Efecto de la nicotina sobre el sistema inmune 

La exposición al humo de tabaco ha sido considerada como una causa importante 

de muerte en todo el mundo y se relaciona con el desarrollo de enfermedades 

respiratorias, cardiovasculares, infecciones y cáncer. Mientras tanto, fumar ha sido 

implicado en la producción de muchas proteínas inmunes o mediadores inflamatorios y 

los antiinflamatorios.  

Recientemente, muchos estudios han demostrado que fumar cigarrillos tiene 

muchas implicaciones en otras enfermedades incluyendo la artritis reumatoide (AR), 

psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y el lupus eritematoso 

sistémico (LES) (Ariyothai et al., 2004). 

La creciente evidencia ha asociado a fumadores con anomalías en la respuesta 

de las células inmunes innatas (Liao et al., 2015; Zacharasiewicz, 2016), aunque los 

mecanismos todavía son poco conocidos. Kearley y colaboradores (2015),  encontraron 

que la exposición al humo del cigarro elevó la concentración de IL-33 de células 

epiteliales, en contraste que la exposición al humo mejoró la expresión del receptor ST2 

por los macrófagos y las células asesinas naturales (NK), pero disminuyó en las células 

linfoides innatas del grupo 2  (ILC2s)..  

Las células inmunes innatas, incluyendo las células dendríticas (DC), células NK 

y macrófagos, entre otros juegan un papel importante en la defensa del huésped contra 

las infecciones (Qiu et al., 2017). 

Los macrófagos responden a patógenos exógenos por medio de la fagocitosis y 

digestión, encargados de reclutar y activar linfocitos a través de su capacidad de 

presentar antígenos. Ko y colaboradores (2015) informaron que tanto fumar como los 



17 
 

tratamientos con nicotina inducen la producción de IL-8 en macrófagos tanto en humanos 

como ratones (Ariyothai et al., 2004). Metcalfe y colaboradores (M2014), por otro lado, 

reportaron que el extracto de humo de cigarro inhibe las respuestas de los macrófagos 

alveolares derivados de pacienets con EPOC a señalizar vía TLR-2 así como a la 

estimulación por Haemophilus influenzae. 

 Estudios sobre macrófagos de ratón demostraron que el tabaquismo suprime 

notablemente fagocitosis de los macrófagos (Ni et al., 2015). Otro estudio mostró una 

tendencia similar en la función fagocítica de los macrófagos humanos THP-1 tratados 

con extracto de humo de cigarrillo (Henkels et al., 2016). 

 

2.5 La nicotina y la tuberculosis  

Información reciente acerca de la relación entre la exposición al humo de cigarro 

y la TB muestra que la nicotina es el principal componente que genera cambios en la 

inmunidad del huésped, además incrementa la aparición de la tos y la severidad, 

frecuencia y duración de ésta como síntoma.  

En pacientes fumadores existe un incremento en los cultivos positivos en pruebas 

de esputo, esto genera un mayor riesgo de transmisión de la enfermedad. Aunado a los 

factores de riesgo como malnutrición o un estado de hacinamiento, hacen que la 

probabilidad de infectarse sea de 1.5 a 2.5 veces mayor cuando se está en contacto con 

el humo de cigarro (Bai et al., 2018). En la figura 2 se ejemplifica el aumento del riesgo 

de contagio en personas expuestas al humo del cigarro. 
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Figura 2. Relación entre el humo de cigarro y tuberculosis. La relación entre la exposición al humo de 

cigarro de manera directa o indirecta, tienen efecto en el deterioro de la inmunidad del huésped, aunado a 

el efecto directo en el aumento de la tos tanto la severidad, frecuencia y duración de la misma, además 

aumentan la cantidad de cultivos positivos en esputo y por tanto existe un mayor riesgo de transmisión de 

la enfermedad, todo esto ocasiona mayores tasas de infección de tuberculosis activa. (Bishwakarma et al., 

2015) Modificado por Jeny de Haro. 

Estudios recientes en ratones C57BL/6 que fueron expuestos al humo del cigarro 

y después infectados con M. tuberculosis, reportan incremento en el crecimiento 

bacteriano, además de cambios en los perfiles de linfocitos T CD4 y disminución en la 

cantidad de macrófagos tipo M1 (Figura 3-A). (Miramontes et al., 2021). 

En macrófagos infectados con M. tuberculosis y expuestos a nicotina se 

incrementa la carga bacteriana intracelular, pero se disminuyen la producción de 

péptidos antimicrobianos como HBD-2, HBD-3 y LL-37 (Miramontes, 2021), se modifica 

la expresión de los receptores tipo Toll (TLR)-2, TLR-4 y NOD-2 (Chan et al., 2021) y 

disminuye la autofagia (Bai et al ., 2018). (figura 3-B) 

En pneumocitos tipo II expuestos a nicotina e infectados con M. tuberculosis, 

aumenta la carga bacteriana intracelular y disminuye de expresión de HBD-2 y LL-37 

(Miramontes et al., 2021) (Figura 3-C). Los efectos tanto en macrófagos como en 

neumocitos tipo II por la nicotina, son causados parcialmente por el nAChR 7, ya que 

al bloquearlo se revierte parcialmente el efecto (Bai et al., 2017; Chan et al., 2021).      
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Figura 3. Efecto de la interacción de la nicotina y M. tuberculosis en células de la respuesta inmune. 

(A) Resumen de los estudios murinos in vivo de exposición a extracto de cigarro e infección por M. 

tuberculosis. (B) Resumen de los estudios de macrófagos in vitro de exposición a extracto de la nicotina o 

nicotina e infección por M. tuberculosis. (C) Resumen de Valdez-Miramontes et al. trabajo de exposición a 

nicotina e infección por M. tuberculosis con neumocitos tipo II. (Chan et al., 2021) Modificado por Jeny de 

Haro. 

 

2.6 Tuberculosis 

La TB es una enfermedad infecciosa causada por M. tuberculosis que afecta 

principalmente al pulmón, pero puede infectar otros órganos y sistemas (Marino et al.,, 

2004), es la decimotercera causa de muerte y la enfermedad infecciosa más mortífera 

por detrás de la COVID-19. La OMS reportó en el año 2015 que la incidencia mundial de 

la TB fue de 8.8 millones de casos (136 por 100 000 habitantes), de los cuales 3.9 

millones (60 por 100 000) eran casos pulmonares confirmados  mediante baciloscopia 

directa del esputo, a diferencia del año 2021 que se reportó 10.6 millones  de personas 
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que contrajeron la enfermedad llegando a   y 1.6 millones fallecieron a causa de ella   

(Mathers, 2006). 

 Se estima que un tercio de la población mundial está infectado con TB latente 

(Gutsmann, 2016). Su control requiere identificar los factores de riesgo entre ellos está 

la desnutrición, el estado socioeconómico, la edad o fumar. Ser fumador activo o pasivo 

aumenta hasta en un 70% la posibilidad de contraer TB o reactivar el estado de latencia 

(Ariyothai et al., 2004).  

  

2.7 Patogenia  

 

M. tuberculosis se transmite por inhalación de gotitas infecciosas, eliminadas al 

aire por el estornudo de un paciente con tuberculosis, a través de las heces y mediante 

la orina. La transmisión puede ser indirecta, ya que la micobacteria es muy resistente a 

la desecación y puede estar por muchos meses en el polvo o en los objetos de uso diario 

(Amador, 2001). Su dosis infectiva mínima (DIM) es de menos de 10 bacilos por 

inhalación (Perez-Lago et al., 2016). 

Las barreras como la piel y las mucosas respiratorias íntegras de las personas 

sanas resisten a la invasión. Para que haya infección, es necesario transportar bacilos 

hasta los espacios aéreos distales del pulmón es decir hasta los alvéolos (Amador, 

2001). Una vez depositados en los alvéolos, las manifestaciones clínicas dependen de 

una combinación de factores genéticos del huésped, genes bacterianos (factores de 

virulencia), estado nutricional del huésped, sistema inmune del huésped y respuesta Th1 

(para la formación de granulomas) (Lerner et al., 2015). 

M. tuberulosis entra por la nariz pasa a la tráquea, bronquios, bronquiolos y alveolos. 

La respuesta mediada por las células epiteliales se divide en 3:  

a) Células epiteliales de la vía aérea, como barrera que previene la invasión (Lerner 

et al., 2015). 
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b) La lamina propia, que es una capa de tejido conectivo y células inmunes, incluidos 

linfocitos y macrófagos (Lerner et al., 2015). 

c) Líquido de la superficie de las vías aéreas que contiene péptidos antimicrobianos 

(Lerner et al., 2015). 

Después de la infección primaria las micobacterias son opsonizadas con 

moléculas de complemento (C3b), inmunoglobulinas G (IgG), proteína de unión a 

manosas (MBP), y el factor surfactante A (SPA). Esto permite a la bacteria ingresar al 

macrófago de manera eficiente (Marino et al .,2004). 

 La replicación ocurre inicialmente en vías aéreas terminales dentro de células 

fagocíticas. Los macrófagos y células dendríticas los distribuyen a otras áreas 

pulmonares y a ganglios linfáticos regionales activando las linfocitos (Marino et al., 2004). 

En los pulmones, las células T activadas producen citocinas, tales como IFN-γ y 

TNF-α. El IFN-γ es esencial para la activación de los macrófagos, que producen entonces 

NO, que contribuye fundamentalmente en el control de la infección. Una vez que se 

monta una respuesta inmune celular, las bacterias disminuyen y se desarrollan 

granulomas (Lerner et al., 2015; Marino et al.,  2004). 

Varios componentes de la pared celular de las micobacterias tienen actividad 

inmunomoduladora, entre ellos un glicolípido fenólico, manósidos de fosfatidil-inositol, la 

lipo-arabinomanana y lipoproteínas.  

Estas moléculas son reconocidas por los TLRs y otros receptores innatos en 

macrófagos y CD, que activan tanto la respuesta inmune protectora como la respuesta 

patogénica (Metcalfe et al., 2014). 

 

2.8 Factores de Virulencia 

La secuenciación de todo el genoma de M. tuberculosis ofrece nuevas 

herramientas genéticas para el estudio de la patogenicidad de este microorganismo. La 

habilidad de un patógeno bacteriano para sobrevivir dentro de un organismo hospedero 

requiere de la expresión de una serie de determinantes genéticos involucrados en la 
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interacción patógeno-hospedero, situación que le permite resistir el estrés fisiológico y 

ambiental. La virulencia de M. tuberculosis puede ser medida durante la infección de 

macrófagos y animales mediante diferentes herramientas (Jia et al., 2017). 

Desafortunadamente, no hay una respuesta concreta acerca de los factores de 

virulencia relevantes para la progresión de la TB en el ser humano. Sin embargo, ésta 

puede ser cuantificada a través de la estimación de morbilidad y mortalidad causada por 

aislados clínicos o cepas mutantes en modelos animales (conejo, ratón, primates, bovino, 

entre otros).  

De esta manera, cepas de M. tuberculosis mutantes respecto de su virulencia han 

sido clasificadas como fenotipos SGIV ("severe growth in vivo"), GIV ("growth in vivo") y 

PER ("persistence genes") (Jia et al., 2017). 

 Asimismo, se ha descrito diferencias entre el perfil de expresión génica de M. 

tuberculosis dentro de los pulmones y bazo de ratón, así como diferencias entre la 

expresión de ciertos genes de éstos con respecto al pulmón de pacientes con TB crónica 

activa (Jia et al., 2017). 

De igual manera, la virulencia se puede determinar ex vivo (estudio de la primera 

etapa de la infección), utilizando macrófagos de ratón o humanos, CD o neumocitos. La 

combinación de las citadas estrategias experimentales ha permitido identificar una serie 

de genes relevantes para la patogenicidad de M. tuberculosis, los que se han agrupado 

en base a su función en distintos tipos de factores de virulencia: envoltura y secreción 

celular; componentes de superficie celular; enzimas del metabolismo celular; 

incorporación de metales y reguladores transcripcionales (Jia et al., 2017). 

El primer grupo, factores de virulencia de envoltura y secreción celular, se 

refiere a las proteínas que se espera sean expuestas al medio ambiente en que crece M. 

tuberculosis, ya sea in vitro o dentro del micofagosoma, tales como las CFPs (Culture 

Filtrate Proteins), que se encuentran en el medio de cultivo del bacilo o asociadas a 

células (Jia et al., 2017). Se conoce alrededor de doscientas (KatG, SodA, HspX, 

ESAT6/CF-10, Glutamina sintasa, entre otras), algunas de éstas son reconocidas por el 

suero de pacientes con TB activa (HspX, ESAT-6, CFP-10, LpqH, otras). 
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 Entre los factores de virulencia proteicos se encuentra la proteína HspX, la cual 

es análoga de la proteína de 16 kDa. Esta proteína es considerada como un importante 

elemento controlador de la latencia de M. tuberculosis, debido a que la sobreexpresión 

de la misma inhibe el crecimiento del microorganismo (Liu et al., 2016). 

 Por otra parte, la lipoproteína de LpqH induce la expresión y secreción de ciertos 

péptidos antimicrobianos a través de TLRs en células epiteliales de pulmón, los cuales 

son capaces de eliminar a la micobacteria. Es posible que la presencia de esta molécula 

esté ligada a factores de resistencia natural y pueda variar entre individuos debido a 

polimorfismos genéticos (Jia et al., 2017). La señalización de TLRs en forma prolongada 

por M. tuberculosis y la lipoproteína LpqH, inhibe ciertas respuestas del macrófago al 

IFN-γ, particularmente aquellas relacionadas a la expresión de MHC-II y la presentación 

de antígenos. 

 Esta inhibición posiblemente promueve la evasión del M. tuberculosis a la 

respuesta inmunitaria mediada por las células T, lo que implica la persistencia de la 

infección en la enfermedad (Metcalfe et al., 2014). 

 ESAT-6 y CFP-10 son secretados por el sistema de secreción ESX-1 (tipo VII) de 

M. tuberculosis, el cual se encuentra codificado en la región RD-1 del cromosoma de M. 

tuberculosis. ESX-1 resulta crítico para la virulencia de M. tuberculosis y Mycobacterium 

bovis. ESX-1 media la exportación de factores de virulencia que permiten modular la 

respuesta inmune de los macrófagos en las primeras etapas de la infección (Jia et al., 

2017).  

Acerca del grupo de factores de virulencia de superficie celular se sabe, que 

son exclusivos de la pared celular de los Mycobacterium patógenos, y que es una 

estructura compleja y única, que contiene proteínas, lípidos y carbohidratos (Erp, Mas, 

FadD26, FadD28, MmpL7, FbpA, MmaA4, PcaA, OmpA, HbhA, LAM, entre otros), por 

tanto, eventualmente excelentes blancos para contrarrestar la virulencia de M. 

tuberculosis. Se conoce además que OmpA, proteína familia de las porinas y encontrada 

en M. tuberculosis H37Rv, juega un papel fundamental en la respuesta bacteriana frente 

a condiciones de pH ácido (Jia et al., 2017). 
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Las proteínas FbpA, B y C (micolil-transferasas) se definen como los antígenos 

inmuno dominantes 85A, B y C (Jia et al., 2017). 

Los factores de virulencia del grupo de las enzimas involucradas en el 

metabolismo celular general se relacionan con el hecho de que M. tuberculosis utiliza 

preferentemente carbohidratos cuando crece in vitro y ácidos grasos cuando infecta a su 

hospedero. Actualmente, se describen más de 200 genes (Icl, lipF, fadD33, Fosfolipasas 

C,panC/ panD, entre otros) involucrados en el metabolismo de los lípidos y ácidos grasos 

(Kumar et al., 2017). Por ejemplo, Icl (isocitratoliasa) convierte isocitrato en succinato, 

permitiendo que M. tuberculosis crezca en ácidos grasos o acetato vía ciclo de Krebs. La 

actividad de Icl se incrementa en fase estacionaria (in vitro) y el mRNA aumenta dentro 

del macrófago humano (Jia et al., 2017). 

En cuanto a los estudios realizados con el grupo de factores de virulencia 

asociados a la respiración anaeróbica y el estrés oxidativo, estos sugieren que la 

anaerobiosis y la microaerofilia son importantes para la fisiología de M. tuberculosis 

durante la infección, especialmente en las fases tardías de la infección (granuloma 

pulmón). Además, M. tuberculosis codifica enzimas (SodA, SodC, KatG, AhpC) que 

combaten los intermediarios reactivos del oxígeno (ROS) generados durante la 

respiración aeróbica y aparentemente también los generados dentro del macrófago (Jia 

et al., 2017). 

Los factores de virulencia asociados a la captura de metales (hierro y el 

magnesio), los cuales son esenciales para la vida de M. tuberculosis, pueden exacerbar 

la progresión de la tuberculosis en los humanos y modelos animales como lo es en el 

caso del hierro. A menudo, defectos en sus sistemas de incorporación (MgtC, MbtB, 

IdeR) se traducen en la atenuación de los patógenos. Por ejemplo, IdeR es esencial para 

M. tuberculosis (Jia et al., 2017). 

En relación a los factores de virulencia del tipo regulador transcripcional, 

encargados de controlar la transcripción de numerosos genes [RpoS; Reguladores de 

respuesta (PhoP)] un estudio sobre la inactivación del gen phoP, responsable de la 

supervivencia de M. tuberculosis intracelularmente, demostró la elevada atenuación que 
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se obtenía al inactivar este gen que codifica para el factor transcripcional del sistema de 

dos componentes phoP/phoR (Liu et al., 2016). 

 Este estudio demostró que phoP regula funciones esenciales requeridas para la 

virulencia y persistencia de M. tuberculosis. Se ha estudiado otros mutantes en los 

sistemas de dos componentes (RegX3, TrcS, MprAB, PrrA) pero sólo PhoP ha afectado 

la virulencia de M. tuberculosis en macrófagos humanos. Sigma alternativos (SigA, SigB, 

SigE, SigF, SigH), son importantes para la virulencia de M. tuberculosis, similar a lo 

descrito para otros patógenos humanos (Liu et al., 2016). Tal es el caso del factor sigma 

SigA, el cual es esencial y el principal factor para la transcripción de la mayoría de los 

genes "housekeeping" (Jia et al., 2017). 

En la actualidad se ha logrado determinar una serie de genes involucrados en la 

virulencia de M. tuberculosis, mediante la utilización de diferentes modelos de 

experimentación animal y diversas técnicas de biología molecular. El empleo de la 

bioinformática y la proteómica, así como la secuenciación completa del genoma de M. 

tuberculosis, han permitido corroborar la función de los productos codificados por estos 

genes en la patogénesis de la tuberculosis. Estos resultados evidencian que la patogenia 

del bacilo es un fenómeno multifactorial donde están involucrados, de forma directa o 

indirecta, moléculas con diferente función y localización en la célula bacteriana (Jia et al., 

2017). 

En la tabla 2.0 se muestra una lista de genes en donde se indica la categoría 

donde se ubica el gen, el nombre la ubicación en el genoma de H37Rv, la descripción 

del gen y el efecto medible que genera cada uno (Forrellad et al., 2013). 
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Tabla 2 Características de genes relacionados con los factores de virulencia su descripción y su 

efecto (Forrellad et al., 2013) 

Categoria 
Nombre 
del gen Número Rv  Descripción Modelo 

 
Efecto Referencia 

Sintasa de ácido 
micólico 

mymA 
operon 

Rv3083 to 
Rv3089 

Probable 
monoxidasa 

(hidroxylasa). Macrófagos J774 

 

Reduce UFC (Singh et al., 2005) 

Síntesis de 
lípidos 

ilc1/ccl2 
Rv0467/Rv1915 y 

Rv1916 Isocitrato liasa MBMDM/BMDM 

 Falla la 
persistencia/ 
Reduce UFC 

(Munoz-Elias  et 
al.,2005) 

Proteína de la 
envoltura celular Erp Rv3810 

Exportador de 
proteínas MBMDM 

 
Reduce UFC 

(Berthet et al., 
1998) 

Proteínas de la 
pared celular 

fbpA Rv3804 

Proteína unida a 
la fibrinectina, 

micólico 
transferasa Macrófagos THP-1/j774  

 

Reduce UFC 
(Armitige et al., 

2000) 

ompAtb Rv0899 

Proteína 
formadora de 

poro THP-1 

 

Reduce UFC 
(Raynaud et al., 

2002) 

hbhA Rv0475 

Proteína 
hemaglutinina de 
unión a heparina 

(adhesión) A549 

 

Reduce UFC y 
adhesion (Pethe et al., 2001) 

kef Rv3236c 

Antitransporte de 
H+/K+, afecta 
producción de 

ROS Macrófagos J774 

 
Reduce el 

fagosoma y 
ROS (Butler et al ., 2010) 

cat Rv2200c 
Cytochrome C 

oxidase MBMDM 
 

Reduce UFC 
(McCann et al.,, 

2011) 

Lipoproteinas 
lprG-p55 Rv1411c-Rv1410c 

Bomba de flujo de 
antibióticos P55 Macrófagos J774 

 
Reduce UFC (Bianco et al., 2011) 

Sistema de 
secreción 

EsxA Rv3875 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) THP-1-1 

 

Reduce UFC (Bianco et al., 2011) 

EsxB Rv3874 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) THP-1-1 

 

Reduce UFC (Pallen, 2002) 

espH Rv3867 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) THP-1/BMDM 

 

Reduce UFC (Pallen, 2002) 

espC Rv3615 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) BMDM 

 

Reduce UFC 
(MacGurn et al.,, 

2005) 

eccCd Rv3877 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) BMDM 

 

Reduce UFC 
(Munoz-Elias et al ., 

2005) 

mycP1 Rv3883 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) MBMDM 

 

Reduce UFC (Ohol et al., 2010) 

eccD5 Rv1795 

Esx-1 
componente y 

substrato (C o S) MBMDM 

 

Reduce UFC (Bottai et al., 2012) 

ppe25 a 
pe19 Rv1787/Rv1791 

Señal peptidasa 
para lipoproteinas MBMDM 

 
Reduce UFC (Bottai et al., 2012) 

IspA Rv1539 
ATPasa protein 

traslocasa Macrófagos J774 
 

Reduce UFC 
(Berthet et al., 

1998) 
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Efectos de la 
inhibición de los 

péptidos 
antimicrobianos 
en macrófagos acr1(hspx) Rv2031c 

Proteína asociada 
a inactividad MBMDM/THP-1 

 

Reduce UFC 
(Wilson et al ., 

1998) 

Estrés oxidativo 
y nitroso 

ahpC Rv2428 

Alquil 
idroperoxidasa 

reductasa C Macrófagos J774 

 

Reduce UFC (Yuan et al., 1998) 

mel2 Rv1936/Rv1941 
Enzima peroxido 

catalasa 
j774 

macrófagos/MBMDM/PBMC  
 

Reduce UFC (Bianco et al., 2011) 

katG Rv1908 

Tirosin fosfatada 
de bajo peso 

molecular BMDM RNS- activados 

 

Reduce UFC 
(Berthet et al., 

1998) 

Arresto del 
fagosoma 

ptpA Rv2234 
Miembro de la 

familia PE THP-1 
 

Reduce UFC (Bach et al., 2008) 

pe_pgrs30 Rv1651c 
Serina/treonina 

kinasa E  Macrófagos J774/THP-1 
 

Reduce UFC (Amador, 2001) 

Inhibición de 
apoptosis pknE Rv1743 CHIP THP-1 

 Reduce 
supervivencia 
de la bacteria (Butler et al., 2010) 

 Rv3654c/Rv3655c Serina proteasa Macrofagos U937 apoptosis   Reduce UFC (Butler et al., 2010) 

Proteasas 
mycp1 Rv3883c 

Regulador 
transcripcional MBMDM 

 
Reduce UFC (Mathers, 2006) 

Proteasa 
dependiente de 

ATP clgR Rv2745c 

Metaloproteasa 
dependiente  de 

Zn2+ MBMDM/J774/RAW264.7 

 

Reduce UFC 
(Estorninho et al., 

2010) 

Metaloproteasas 
zmp1 Rv0198c 

ATPasa 
mycobacterium 

proteosoma THP-1 

 
Sin diferencia 

en UFC (Butler et al., 2010) 

Proteosoma 
asociado a 
proteinas Mpa Rv2115c 

Transportador de 
hierro MBMDM 

 

Reduce UFC (Rodriguez, 2006) 

Proteinas de 
transporte de 

metales 
mbtB Rv2383c 

Proteina 
reguladora 

dependeinte de 
hierro THP-1 

 

Reduce UFC (Rodriguez, 2006) 

Importador de 
metales irtAB Rv1348-Rv1349 

Transportador de 
ATPasa para Zn2+ THP-1 

 
Reduce UFC (Rodriguez, 2006) 

Esportador de 
metales 

ctpC Rv3270 
Transportador de 
ATPasa para Cu2+ macrófagos humanos 

 
Reduce UFC (Ward et al.,, 2010) 

ctpV Rv0969 
Sistema de dos 
componentes THP-1 

 
Reduce UFC (Ward et al., 2010) 

Reguladores de 
expresión de 

genes phoPR Rv0757/Rv0758 
Regulador 

transcripcional MBMDM 

 

Reduce UFC 
(Walters et al., 

2006) 

Sistema de dos 
components 

phoP Rv0757 
Sistema de dos 
componentes macrófagos humanos 

 
Reduce UFC 

(Walters et al., 
2006) 

senX3-
regX3 Rv04920-Rv0491 Factor sigma E THP-1 

 
Reduce UFC (Parish et al.,2003) 

Factores sigma 

sigE Rv1221 Factor sigma g THP-1/ Macrófagos J774 
 

Reduce UFC 
(Manganelli et al., 

2001) 

sigG Rv0182c Factor sigma H J774  

 Reducción 
moderada de 

UFC 
(Manganelli et al., 

2001) 

sigH Rv3223c 

Sistema de 
reguladores 

transcripcionales/ BMDM 

 Reduce UFC 
post 

infección 
(Manganelli et al., 

2001) 
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probable 
transportador de 

fosfatasas 

Otros 
reguladores 

transcripcionales phoY2 Rv0821c 
Familia de 
PE_PGRS Macrófagos J774 activados 

 

Reduce UFC (Shi, 2010) 

Familia PE/PPE 
pe_pgrs51 Rv3367 Familia PPE BMDM/ macrógafos J774  

 
Reduce UFC 

(Estorninho et al., 
2010) 

ppe46 Rv3018 

Proteínas de 
membrana 

conservados BMDM 

 

Reduce UFC 
(Estorninho et al., 

2010) 

Otras proteínas 
de función 

desconocida ppe47 Rv0199 
Regiones de 
diferencia MBMDM 

 

Reduce UFC 
(Estorninho et al., 

2010) 

 

(UFC) Unidades formadoras de colonias, (MBMDM) Macrófagos murinos derivados de medula 

osea,(BMDM) Macrófagos derivados de medula osea, (NOS) Especies reactivas de nitrogeno 
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3.0 Justificación 

 El tabaquismo es una adición de problemática mundial, afecta tanto a hombres 

como a mujeres, principalmente en países en desarrollo y genera ganancias millonarias 

lo que complica su regulación. Se reportan 8 millones de muertes anuales relacionadas 

al consumo del tabaco ya sea de manera directa por complicaciones en salud o indirecta 

por su comorbilidad con otras enfermedades.  

El humo de cigarro contiene alrededor de 4,000 compuestos, tanto en la fase 

sólida, gaseosa o de partículas. La nicotina es la molécula más estudiada, forma parte 

de la fase de partículas, es la responsable de generar la adicción al tabaquismo y se 

considera como la principal molécula inmunoreguladora. 

Otra problemática mundial es la TB que es causada por M. tuberculosis, una 

bacteria que casi siempre afecta a los pulmones. Se estima que una cuarta parte de la 

población mundial se encuentra infectado, es la decimotercera causa de muerte en el 

mundo y la segunda enfermedad infecciosa más mortal. Los factores de riesgo para el 

contagio son desnutrición, el nivel socioeconómico, la edad o fumar. Específicamente, la 

OMS reporto que el consumo de tabaco incrementa hasta 1.6 veces el riesgo de padecer 

tuberculosis.  

Con el fin de entender la relación entre consumir tabaco y tener TB reportes 

recientes muestran que la nicotina como molécula inmunoreguladora genera cambios 

tanto en macrófagos como pneumocitos tipo II modificando la expresión tanto de 

receptores como de péptidos antimicrobianos y promoviendo el crecimiento intracelular 

de la bacteria, ocasionando que la nicotina genere un efecto inmunodeficiente para el 

huésped. Sin embargo, no hay una respuesta concreta acerca de la interacción directa 

entre la nicotina y M. tuberculosis, entonces resulta importante estudiar la relación entre 

los factores de virulencia como característica de la bacteria implicada con su habilidad 

de causar TB pulmonar en presencia de la nicotina. 
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4.0 Hipótesis 

La nicotina induce genes de virulencia en M. tuberculosis  

 

 

5.0 Objetivos 

5.1 Objetivo General  

 Determinar el efecto de la nicotina sobre la expresión de genes de virulencia en 

M. tuberculosis 

 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 Determinar la interacción física entre la nicotina y M. tuberculosis en la fase 

intracelular a través de microscopia confocal. 

 Determinar si la nicotina (10µM, 30µM y 50µM) induce la expresión de genes de 

virulencia relacionados con la resistencia a péptidos antimicrobianos en M. 

tuberculosis. 

 Determinar si la nicotina (10µM, 30µM y 50 µM) induce la expresión de genes de 

virulencia involucrados con moléculas secretadas en M. tuberculosis. 

 Determinar si la nicotina (10µM, 30µM y 50 µM) induce la expresión de genes de 

virulencia relacionada con la pared celular en M. tuberculosis. 
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6.0 Metodología  

6.1 Cultivo de la línea celular A549 

 La línea celular A549 (ATCC® CCL185™; Manassas, VA, USA) (pneumocitos tipo 

II) se cultivó en RPMI (Thermofisher scientific, USA) en botellas de cultivo de 75cm2 a 

37ºC en una atmosfera de 5% de CO2. Una vez que estaban en 85% de confluencia se 

añadió tripsina (Thermofisher scientific, USA) y se congelaron en viales de 3x106 

células/mL y se colocaron a -70ºC hasta su uso. 

 

6.2 Crecimiento de la cepa Pseudomonas aureginosa  

 Se creció Pseudomonas aureginosa en infusión cerebro corazón (Becton 

Dickinson, USA) en botellas de cultivo de 25cm2 y se colocaron diferentes 

concentraciones a nicotina (10µM, 30µM y 50µM) (SIGMA ALDRICH, USA) se dejó 

incubando a 37°C en movimiento y  se midió la densidad óptica a 600ɳM 18 y 24 horas 

después del estímulo. 

 

6.3 Crecimiento de la cepa Mycobacterium tuberculosis  

 Para conocer la curva de crecimiento de la cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC 

27294, Manassas, VA, USA), se cultivó en botellas de 25cm2 con medio de cultivo 7H9 

(Thermofisher scientific, USA) a 37ºC en movimiento. Se midió la densidad óptica cada 

tercer día a 600ɳm y se estableció la fase logarítmica o fase exponencial de crecimiento 

entre el día 6 al día 14 (figura 4), se realizaron las alícuotas de trabajo el día 9 con una 

concentración inicial de 3x108 bacterias/mL que se corroboró por unidades formadoras 

de colonias (UFC) que se cultivaron a 37ºC  en una atmosfera del 5% de CO2, en placas 

con medio 7H10 (Thermofisher scientific, USA) y se revisaron después de 21 días, 

llegando a una concentración final de 7x108 bacterias/mL. 

 

6.4 Microscopía confocal 

 Las células A549 se adhirieron por 18 horas en pozo de cultivo sobre porta objetos 

(Nunc, New york USA) y se fijaron con paraformaldehido al 4% por 30 minutos. Se utilizó 
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la solución de permeabilización y fijación (Becton Dickinson) durante 20 minutos a 4°C. 

Transcurrido el tiempo se incubó con el anticuerpo anti-Faloidina con Alexa 488 

(Santacruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Finalmente se colocó el colorante DRAQ7 

2µM (Deep Red Anthraquinone 7; BioStatus, Charnwood Road, United Kingdom) para 

teñir los núcleos. Las imágenes se adquirieron en un microscopio confocal DM 2500 LED 

de Leica en el software LASX (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). 

 

Se realizó la infección de las células A549 (10:1) con la cepa de M. tuberculosis H37Rv 

previamente teñida con colorante para lípidos PKH67 (SIGMA ALDRICH, USA), ya que 

la pared celular de la bacteria esta recubierta de lípidos durante 3 horas, una vez 

transcurrido el tiempo se lavó con PBS y se estimuló con nicotina (SIGMA ALDRICH, 

USA) durante 1 hora, después se fijó con paraformaldehido al 4% por 30 minutos. Se 

utilizó la solución de permeabilización y fijación (Becton Dickinson) durante 20 minutos a 

4°C. Posteriormente, se incubó con anticuerpos primarios: anti-tubulina (ratón IgG: sc-

23950) en dilución 1:100, anti-faloidina (ratón IgG Alexa Fluor® 532: A22282) a diferentes 

diluciones o anti-nicotina (ratón IgG: MBS568947) (MyBioSource, USA). Para los 

ensayos en los que se utilizaron los anticuerpos anti-tubulina y anti-nicotina, se realizó 

una segunda incubación de las células con el anticuerpo secundario (cabra IgG: Alexa 

Fluor 532: A-11002) en dilución 1:1000 (Thermofisher scientific, USA) y el anticuerpo 

secundario (cabra IgG: Alexa Fluor 488: A-11013) en dilución 1:1000. Finalmente se 

colocó el colorante DRAQ7 2µM (Deep Red Anthraquinone 7; BioStatus, Charnwood 

Road, United Kingdom) o DRAQ5 5µM (Deep Red Anthraquinone 5; BioStatus, 

Charnwood Road, United Kingdom) para teñir los núcleos, transcurrido el tiempo se lava 

con PBS y se colocó medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector 

Laboratories, USA). Las imágenes se adquirieron en un microscopio confocal DM 2500 

de Leica en el software LASX (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). 

 

 

6.5 Mycobacterium tuberculosis en diferentes condiciones experimentales 

Para evaluar si la interacción entre la nicotina y M. tuberculosis tiene efecto en su 

crecimiento, se colocó a la bacteria con diferentes concentraciones de nicotina (10μM, 
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30μM y 50μM), además de dos condiciones extras 10 μM de nicotina con 30 μM de 

mecamilamina (SIGMA ALDRICH, USA) y 10 μM de nicotina con 10 nM de 

Bungarotoxina (SIGMA ALDRICH, USA). Para asegurar que el efecto en el crecimiento 

se debiera a la presencia de cada reactivo según la condición, el medio 7H9 (al 10% con 

OADC (suplemento compuesto por ácido oleico, albumina, dextrosa y catalasa)) se 

suplementó con OADC adicional para asegurar que la cantidad de nutrientes en cada 

condición fuera la misma. Se colocó a 37ºC en movimiento y se midió la densidad óptica 

cada tercer día. El día 29 se realizaron UFC que se plaquearon en agar 7H10. Finalmente 

se realizó la tinción Ziehl-Neelsen (ZN) una vez fijadas las bacterias con metanol. Se 

inició agregando fuscina fenicada previamente filtrada hasta cubrir la muestra y se pasó 

la flama por debajo de la laminilla. Una vez que comenzó a salir vapor se contaron 5 

minutos. Después se realizaron 3 baños en agua corriente y 1 con alcohol ácido. Luego 

se sumergió en azul de metileno por 4 minutos, posteriormente se dio un baño en agua 

corriente, y finalmente se deshidrato, se dejó secar y se observó.  

 

6.6 Extracción de ADN bacteriano 

 Para la obtención de ADN bacteriano se cultivó a la cepa H37Rv en 10 mL de 7H9 

con 10% de OADC en movimiento a 37°C por 4 semanas, se dividió en 10 alícuotas en 

tubos de 1.5mL de rosca y se inactivó por calor a 65°C por 30 minutos. Una vez 

inactivada se agregó 50 µL de Lizosima (Thermo Fisher Scientific) a una concentración 

de 10 mg/mL y se dejó incubar por 2 horas a 37°C para lisar la pared celular, finalizado 

el tiempo de agregó una mezcla de 70 µL de SDS (dodecilsulfato sódico) (Thermo Fisher 

Scientific) al 10% y 5 µL de proteinasa K (Thermo Fisher Scientific) a 10mg/mL y se dejó 

a 65°C por 15 minutos. Cuando pasó el tiempo se agregó CTAB-NaCl (4.1% NaCl/10% 

CTAB) (Thermo Fisher Scientific) para deshacer los complejos de lípidos y proteínas. Se 

añadió cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó a 13 226 x g por 15 minutos,  

para separan dos fases. La fase acuosa o superior se pasó a otro tubo nuevo y se le 

agregó isopropanol frio. Se mezcló por inmersión 8 veces y se dejó por una hora a -

70°C.Transcurrido el tiempo, se centrifugó nuevamente y se eliminó el sobrenadante. El 

pellet obtenido se lavó con etanol al 75% frio y se volvió a centrifugar, para después 
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dejarse secar. Tras haberse secado se resuspendió en 30µl de agua con tratamiento de 

pirocarbonato de dietileno (DEPC). Y se cuantificó en el espectrómetro NanoDrop™ 1000 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

6.7 Extracción de ARN y síntesis de ADNc  

Una vez que las cepas de M. tuberculosis se estimularon con nicotina (10µM, 

30µM y 50µM) o en ausencia de nicotina a diferentes tiempos, las bacterias se 

homogenizaron en Trizol. Se añadió cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se centrifugó 

a 13 226 x g por 15 minutos, se separan dos fases. La fase acuosa o superior se pasó a 

otro tubo nuevo y se le agregó isopropanol frio. Se mezcló por inmersión 8 veces y se 

dejó por una hora a -70°C.Transcurrido el tiempo, se centrifugó nuevamente y se eliminó 

el sobrenadante. El pellet obtenido se lavó con etanol al 75% frio y se volvió a centrifugar, 

para después dejarse secar. Tras haberse secado se resuspendió en 8µl de agua con 

tratamiento de DEPC y se agregó 1 µl de DNasa, 1 µl de buffer 10x de DNAsa (Invitrogen, 

California, USA) y 1 µl de EDTA 25 µM y se dejó a 65°C por 10 minutos. Finalmente se 

guardó a -70°C hasta su uso. 

 

 La síntesis del ADNc se realizó por transcripción inversa utilizando ARN total 

obtenido de cada una de las extracciones, para lo cual se empleó el sistema de 

Superscript II reverse Transcriptasa (Invitrogen, Carslab, California, USA). Se tomaron 

10 µl del RNA y se agregó 1µl de Random Primers. Se incubó por 10 minutos a 72°C y 

después 5 minutos a 4°C. Luego se añadieron 7µl de la mezcla de reacción (2µl de Buffer 

PCR 10X, 2µl de MgCl2 25mM, 1µl de Nucleótidos 10mM y 2µl de DTT) y se incubó 5 

minutos a 42°C, después 5 minutos a 4°C y finalmente se agregó 1µl la enzima retro 

transcriptasa. La mezcla final se sintetizó utilizando un ciclo de 42°C durante 50 minutos 

y posteriormente 15 min a 70°C. Se inactivó la reacción a 4°C durante 15 minutos. Todas 

las incubaciones se realizaron en un termociclador (Perkin-Elmer 9600, Norwalk CT, 

USA) 
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6.8 Diseño de los oligonucleótidos  

 Una vez que se seleccionaron los genes de M. tuberculosis que serían evaluados, 

se diseñaron mediante bioinformática los oligonucleótidos. En la tabla 3 se muestran los 

genes clasificados por grupo, incluyendo el nombre del gen, su número de clasificación 

según la base de datos de Rv y los oligonucleótidos derecho e izquierdo, que se 

diseñaron por bioinformática para cada gen. 

 

Tabla 3 Diseño de oligonucleótidos para diferentes genes de M. tuberculosis divididos por categoría. 

Gen Rv Características Oligonucleótido  

derecho 

Oligonucleótido  

izquierdo 

Resistencia a péptidos antimicrobianos 

lysX Rv1640 Relacionada con la lysil-

sintetasa y lysil transferasa 

ligada con la resistencia a 

péptidos antimicrobianos 

gga act cca ccg ttg atc gt caa cgg tcg caa aca ctt 

ac 

Moleculas secretadas 

esxA (esat 6) Rv3875 Es una proteína secretora y 

un potente antígeno de 

células T 

gga act cca tcg ttg atc gt acc tgg tcg atc tgg gtt t 

esxB (cfp10) Rv3874 Forma un complejo con 

ESAT-6 

gga act cca tcg ttg atc gt acc tgg tcg atc tgg gtt t 

hspx Rv2031c Proteína secretada en 

estados de anaerobiosis 

gcg tac ggt tcc ttc gtt c tgt cgt agg tgg cct taa tgt 

katG Rv1908 Enzima catalasa-peroxidasa  gtt ccg tgg tag cga caa g cag ggt gcg aat gac ctt 

 

lpqH Rv3763 Lipoproteína que inhibe la 

producción de INF gamma 

Ggacggcagccactacaa Cctcgatttcgaacgacttg 

caeA Rv2224c Necesaria para que el 

patógeno sobreviva dentro de 

los macrófagos 

caa gga cct gga tgc cat t 

 

gag tag ccc agg tag gtc 

agc 

 

Pared celular 

pirG Rv3810 Erp que se usa para la unión 

de poa 

aac act ggg gac cat acc g tca cgt cgt tga cga gac c 

fad26 Rv2930 Acil coenzima A (acil-CoA) 

sintetasa involucrada en la 

degradación de los ácidos 

grasos 

cac gat atg ggc ctg att ct 

 

att ggg ctc atc aac atc g 
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fbpA Rv3804c Enzima micolil tranferasa ttg ccg gtg gag tac  ctg cac ttt gga att gga cct tga 

ompAtb Rv0899 Proteína tipo porina para 

formar poros en liposomas 

tag cgg caa tcg gtt acg cag tgt cgg caa cac acc 

hbhA Rv0475 Proteína hemaglutinante de 

unión a heparina 

gga gga gac tcg tac gga 

ca 

ctt cct gca gct tgg tca g 

 

 

6.9 PCR en tiempo real  

 Para evaluar los oligonucleótidos que se diseñaron se midió la expresión de cada 

gen con ADN bacteriano previamente extraído y se comparó su expresión con el gen 

16S. 

 Una vez cuantificado el ADNc a una longitud de onda 260/280 nm, en el 

espectrómetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific), se utilizaron cebadores para 

los genes 16S, lysX, esxA (esat 6), esxB (cfp10), Hspx, katG, lpqH, caeA, pirG, fad26, 

fbpA, ompAtb y hbhA. Se utilizó  SsofastTM EvaGreen® Supermix (BIO-RAD, USA). En la 

tabla 3 se muestran los primers para qPCR. 

El análisis de las curvas de amplificación para la determinación de los CPs (puntos 

de cruce) se realizará con el termociclador AriaMx Real-Time PCR System (Agilent 

Technologies). Para normalizar los valores promedios en el CP se utilizará el valor de 

CP del gen 16S.  El método para el cálculo de expresión relativa que se utilizará será el 

de ΔΔCt de Livak y Schmittgen (2001) usando la siguiente ecuación: 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑝  

𝑑𝑜𝑛𝑑𝑒 ∆∆𝐶𝑝 = (𝐶𝑝´𝑔𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎−𝐶𝑝𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎)
𝐸𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

 

−(𝐶𝑝𝑔𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑙𝑒𝑚𝑎 − 𝐶𝑝𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎)
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙        
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6.10 Análisis estadístico 

Para los datos que mostraron una distribución normal, se representó la media de 

los valores ± el error estándar de la media (SEM), para la representación del crecimiento 

M. tuberculosis y la expresión de genes de virulencia en tiempos cortos se realizó la 

prueba de ANOVA de dos vías y el post- test de Bonferroni, para la prueba de las UFC y 

el crecimiento de P. aureginosa se comparó con Kruskall Wallis y el post-test de Dunn. 

Finalmente, la expresión de genes de virulencia restantes se realizó la prueba de U-

Mann- Whitney. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando 

p< 0.05, en cada imagen la prueba estadística y el nivel de significancia se describe en 

el pie de figura. 
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7.0 Resultados  

7.1 Alícuotas de trabajo de Mycobacterium tuberculosis 

Lo primero que se realizó para comenzar la fase experimental fueron las alícuotas 

de trabajo de M. tuberculosis, en la figura 4 se muestra la curva de crecimiento de la 

bacteria. La fase logarítmica se obtuvo entre los días 6 a 14 de cultivo, mientras que la 

fase estacionaria se desarrolló a partir del día 14. Las alícuotas de trabajo se realizaron 

en el día 9. 

 

Figura 4 Curva de crecimiento de Mycobacterium tuberculosis. Se muestra la densidad óptica medida 

diariamente, se observa la fase logarítmica y la fase estacionaria. La flecha azul indica el día 9 en que se 

realizaron las alícuotas de trabajo. 

 

 

7.2 Interacción física entre la nicotina y Mycobacterium tuberculosis 

 

 Para evaluar la interacción de la nicotina con la micobacteria se utilizó la 

microscopía confocal, una técnica que permite observaciones a una resolución mayor 

que la que se puede lograr con la microscopía óptica convencional. Mediante esta técnica 

se tiñen organelos e incluso moléculas citoplasmáticas (Eliot, 2020). Para aprender y 

estandarizar el uso del microscopio se inició con la tinción del citoesqueleto con un 
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anticuerpo para Faloidina unida a Alexa 488 y el núcleo con DRAQ 7 en la línea celular 

A549. 

 

7.2.1 Tinción para Faloidina 

 

Para la Faloidina se probaron diferentes concentraciones del colorante para el núcleo 

DRAQ7 (Deep Red Anthraquinone 7; BioStatus, Charnwood Road, United Kingdom) para 

tratar de optimizar lo mayor posible el reactivo. En la figura 5 se puede observar 

imágenes de las células A549 incubadas con diferentes diluciones del anticuerpo anti-

Faloidina en color verde y de DRAQ7 en color rojo. Se pudieron apreciar las 

características morfológicas del citoesqueleto rodeando el núcleo y la forma 

característica de las células A549. Cuando se juntaron las dos imágenes se observó 

cómo cada núcleo corresponde a una célula. 

 

Dilución Faloidina DRAQ7 Juntas 

 

 

 

Faloidina 

1:800 

DRAQ7 

2µM 

 

 

 

 

 

 

Faloidina 

1:1000 

DRAQ7 

2µM 
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Faloidina 

1:500 

DRAQ7 

3µM 

 

 

  

 

 

Faloidina 

1:1000 

DRAQ7 

3µM 

 

 

 

 

 

Figura 5 Tinción de Faloidina y DRAQ7 en células A549. En la figura se muestran fotografías tomadas 

mediante microscopía confocal (400 aumentos) de las células A549 marcadas con diferentes diluciones 

del anticuerpo para faloidina (en color verde el citoesqueleto) y diferentes concentraciones del colorante 

DRAQ7(en color rojo el núcleo); o imágenes solapadas con el doble marcaje 

 

 

7.2.2 Tinción para nicotina 

Para probar la calidad de tinción del reactivo DRAQ5 (Deep Red Anthraquinone 

5; BioStatus, Charnwood Road, United Kingdom) que se puede utilizar tanto para células 

vivas y fijadas, se realizó la tinción para nicotina utilizando un anticuerpo primario (a 

diferentes diluciones) para la nicotina y un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

marcado con FITC. Como control las células se incubaron solo con el anticuerpo 

secundario y el colorante para el núcleo. En la figura 6 se muestran las imágenes que se 

obtuvieron. Se pudo observar que el colorante DRAQ5 no es específico para el núcleo y 

se traslapa con la tinción de la nicotina. Las imágenes teñidas con el anticuerpo anti-

nicotina muestran su distribución en el citoplasma de la célula y no en el núcleo. 
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Dilución nicotina DRAQ5 Juntas 

 

 

Control  

DRAQ5 

5µM 

 

 

 

 

 

 

nicotina 

1:800 

DRAQ5 

5µM 

 

 

 

 

 

 

nicotina 

1:500 

DRAQ5 

5µM 

 

  

 

 

Figura 6. Tinción para nicotina y DRAQ5 en células A549. En la figura se muestran fotografías tomadas 

mediante microscopía confocal (400 aumentos) de células A549 marcadas con diferentes diluciones del 

anticuerpo primario anti-nicotina hecho en ratón, usando como anticuerpo secundario  anti- ratón con FITC 

(en color verde) y DRAQ5 (en color rojo el núcleo). 

 

Como alternativa para mejorar las imágenes de la tinción de nicotina se optó por 

cambiar el colorante para el núcleo a DRAQ7, y analizar la condición de si las células 

tienen auto florescencia. Estos resultados se muestran en la figura 7. Se observó que la 
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línea celular A549 no tiene auto florescencia (panel A) y que la tinción es específica para 

la nicotina, ya que el ensayo de control que sólo tiene el anticuerpo secundario y el 

colorante DRAQ7, muestra sólo fluorescencia para el núcleo (panel B). La nicotina 

mostró una distribución en el citoplasma de las células A549 (panel C). Al solapar ambas 

tinciones, se observó la tinción de nicotina en verde y el núcleo de las células en rojo, 

bien definidas ambas estructuras y de nuevo la nicotina estuvo distribuida de manera 

homogénea en el citoplasma. 

 

(A) (B) 

(C) 

 

(D) 

  

 

Figura 7 Tinción para nicotina y DRAQ7 en células A549. En la figura se muestran fotografías tomadas 

mediante microscopía confocal (1000 aumentos) se presentan en color verde la nicotina y en rojo el núcleo. 
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A. Se muestran solo las células para evaluar si tienen auto florescencia. B. Se muestra el control que sólo 

tiene el anticuerpo secundario y DRAQ7 a 2µM. C. Se muestra las células con la nicotina teñida con una 

dilución 1:100 del anticuerpo secundario sin teñir el núcleo. D. Se observan las células con la nicotina 

teñida en verde a una dilución 1:100 y el núcleo en rojo con DRAQ 7 a 2µM. 

 

7.2.3 Tinción para M. tuberculosis, tubulina y núcleo 

 

En los experimentos siguientes se usó otro anticuerpo secundario para poder 

observar la triple tinción. Para establecer la mejor dilución para el anticuerpo, se realizó 

una tinción para tubulina en células A549 que previamente fueron infectadas con la cepa 

H37Rv previamente teñida con el colorante de lípidos PKH67. 

 

Ya que el proceso de tinción se realiza con las bacterias vivas antes de infectar, 

para saber si el proceso no afecta la viabilidad se corrobora la concentración del vial de 

infección, realizando UFC que se plaquearon en agar 7H10. Finalmente, para la tinción 

del núcleo se utilizó el colorante DRAQ7. En la figura 8 se pueden observar imágenes de 

las células A549 incubadas con diferentes condiciones. En el panel (a) el control que es 

la tinción de los núcleos en color rojo en células no infectadas. En el panel (B) la condición 

de infección MOI 10:1, en color verde se observan la tubulina, que se distribuye de 

manera homogénea a lo largo de la célula, ya que forma parte del citoesqueleto. Las 

bacterias se muestran en color azul, se puede observar que la bacteria se encuentra 

distribuida en el citoplasma de la célula, marcadas con las flechas blancas. 
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(A)  (B)  

  

Figura 8 Tinción de tubulina, M. tuberculosis y núcleo en células A549. En la figura se muestran 

fotografías tomadas mediante microscopía confocal (1000 aumentos) de las células A549, en el panel (A) 

se observa el control y en el panel (B) la infección 10:1 en color rojo se observan los núcleos teñidos con 

DRAQ7, en color verde la tubulina marcada con el colorante secundario Alexa 532 y en color azúl bacterias 

teñidas con el PKH67, las flechas blancas señalan las bacterias que se encuentran en el citoplasma de las 

células.  

 

7.2.4 Tinción para Mycobacterieum tuberculosis, nicotina y núcleo 

Una vez que se estableció que la mejor dilución del anticuerpo secundario era 

1:1000 y ya se tenía que la dilución el anticuerpo anti-nicotina era 1:100, se procedió a 

realizar la triple tinción en células A549. Después de ser adheridas 18 horas se infectaron 

con la cepa M. tuberculosis que fue teñida con el colorante de lípidos PKH67 que permite 

visualizar la micobactaria en color rojo. Una vez finalizado el tiempo, se estimuló con 

nicotina, se permeabilizó y se tiñó con el colorante secundario Alexa 532 que se observa 

en color verde y finalmente para el núcleo se utilizó el colorante DRAQ7que se observa 

en color azul. En la figura 9 se puede observar imágenes de las células A549 incubadas 

con diferentes características. En el panel (A) el control que es la tinción de los núcleos 
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en color azul en células no infectadas. En el panel (B) la condición de infección 10:1 en 

color verde se observan la nicotina a una concentración de 10µM de nicotina se distribuye 

de manera homogénea en el citoplasma de las células, también se muestran a las 

bacterias en color rojo, se puede observar que la bacteria se encuentra en el citoplasma 

de la célula señalas con la flecha blanca, además de que la colocalización entre la 

nicotina y la micobacteria en color amarillo, se señala con la cabeza de la flecha en color 

blanco. 

 

(A) (B)  

 

Figura 9 Tinción de nicotina, Mycobacterium tuberculosis y núcleo en células A549. En la figura se 

muestran fotografías tomadas mediante microscopía confocal (1000 aumentos) de las células A549, en el 

panel (A)  el control de células  no infectadas, en color azúl los núcleos teñidos con DRAQ7; en el panel 

(B) se utilizó la infección 10:1 y en color azul se observan los núcleos teñidos con DRAQ7, en color verde 

la nicotina marcada con el colorante secundario Alexa 532 y en color rojo bacterias teñidas con el PKH67, 

las flechas blancas señalan las bacterias y las cabezas de flechas señalan la colocalización entre la 

nicotina y la bacteria dentro de la célula. 
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7.3 Crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en diferentes condiciones 

Una vez que se encontró que la nicotina y M. tuberculosis interaccionan dentro de 

los pneumocitos tipo II, se evaluó si la nicotina con diferentes concentraciones genera 

algún efecto directamente en M. tuberculosis. 

7.3.1 Crecimiento de Mycobacterium tuberculosis con nicotina 

Se evaluó el crecimiento durante 29 días de M. tuberculosis con nicotina a 

diferentes concentraciones 10µM, 30µM y 50µM, las cuales están basadas en las 

encontradas en niveles séricos de fumadores (Thome et al., 2012). Además, se incluyó 

un control positivo (M. tuberculosis sola) y negativo (M. tuberculosis con penicilina y 

estreptomicina). 

 En la figura 10, se muestran las curvas de crecimiento de M. tuberculosis a 

diferentes condiciones de experimentación a lo largo del tiempo. El control positivo 

(negro) tuvo un comportamiento muy parecido al que se describió en la figura 4 y se 

asemejó al de las condiciones de 30µM de nicotina (rojo) y 50µM de nicotina (morado). 

Esto nos indica que ninguna de estas condiciones tiene efectos en el crecimiento normal 

de la bacteria. Para el control negativo (verde) como se esperaba no se obtuvieron 

mediciones ya que la bacteria no es resistente al antibiótico.  

Para la condición de 10µM de nicotina (azul) se observó un comportamiento muy 

diferente. La fase logarítmica de crecimiento se mantuvo hasta el día 25 y después entró 

en meseta.  

La cantidad final de M. tuberculosis en el día 29 en cada condición experimental 

se corroboró mediante la realización de UFC plaqueadas en agar 7H10 y se graficó en 

la figura 11. Se observó que la condición de 10µM de nicotina tuvo el doble de UFC en 

comparación con las demás condiciones experimentales. El control negativo no presentó 

crecimiento.  

Con el fin de evaluar si el incremento del crecimiento bacteriano de la condición 

de 10µM de nicotina se debió a alguna fuente de contaminación se realizó la tinción Ziehl-

Neelsen (ZN) específica para bacterias ácido alcohol resistente. En la figura 12 se puede 
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observar bacilos positivos en color rosa pero no otra fuente de contaminación, es decir 

que el cambio en el crecimiento se debió solo a M. tuberculosis. 

 

 

Figura 10. Curva de crecimiento de M. tuberculosis con estímulo de nicotina. Se muestra la densidad 

óptica medida cada tercer día hasta el día 29, en donde se observa la fase logarítmica y la fase 

estacionaria. Se observa el control positivo (negro), control negativo (verde) con penicilina/estreptomicina 

(10 000 µg/mL), 10µM de nicotina (azul), 30µM de nicotina (rojo), 50µM de nicotina (morado); n=6 (tres 

ensayos independientes por duplicado). Se realizó prueba múltiple de varianza (ANOVA) de dos vías para 

evaluar el comportamiento de los datos con post-test de Bonferroni, Φ = P < 0.05 ρ = P<0.001 respecto al 

control. 
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Figura 11. Unidades formadoras de colonias de la cepa M. tuberculosis con estímulo de nicotina. 

Se muestran las UFC realizadas el día 29 de crecimiento, se observa el control positivo (morado), el control 

negativo con penicilina/estreptomicina (10 000 µg/mL), 10µM de nicotina (azul), 30µM de nicotina (verde), 

50µM de nicotina (naranja), n=6 (tres ensayos independientes por duplicado) se realizó la prueba Kruskal 

Wallis post test de Dunn en el programa GraphPad Prism versión 6.0 (**P<0.01). 

 

 

Figura 12. Evaluación de la posible contaminación en la condición 10µM de nicotina y M. 

tuberculosis. Se realizó la tinción ZN en la condición de 10µM de nicotina en el día 29 de crecimiento, se 

observan únicamente bacilos positivos en color rosa consistentes con la M. tuberculosis y no se observa 

alguna fuente de contaminación. Imagen tomada a 1000 aumentos. 

 

7.3.2 Crecimiento de Pseudomonas aureginosa a diferentes concentraciones de 

nicotina  

 Para evaluar si el efecto de la concentración de 10µM de nicotina en el crecimiento de M. 

tuberculosis es específico, se propuso utilizar otra bacteria importante en las enfermedades de 

vías respiratorias como la Pseudomonas aureginosa y exponerla a diferentes concentraciones 

de nicotina. En la figura 13 se muestran dos tiempos de exposición 18 horas y 24 horas. En la 

figura 13A se observan las siguientes condiciones, el control positivo corresponde solo a infusión 

cerebro corazón, el control negativo tiene la misma cantidad de medio y 1ml del antibiótico 

(penicilina y estreptomicina). Después, 3 diferentes concentraciones de nicotina 10µM, 30µM y 

50µM. Las mismas condiciones se grafican en la figura 13 B pero a 24 horas de exposición. 
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 En la figura 13A se muestra que la condición del control positivo y el estímulo 30µM y 50µM 

de nicotina tienen diferencia estadísticamente significativa, también se observa diferencia 

estadísticamente significativa entre las diferentes condiciones de nicotina. Se observó que 

conforme aumenta la cantidad de nicotina disminuye la cantidad de bacterias, en la figura 13B el 

comportamiento es similar al del estímulo de 18 horas, pero al tener más tiempo de estímulo la 

cantidad de bacterias en el control positivo es mayor. Se puede observar que el efecto de la 

presencia de la nicotina con P. aureginosa es tóxico, ya que a mayor concentración de nicotina 

menor cantidad de bacterias. 

 

 El control negativo tiene diferencia estadísticamente significativa con todas las condiciones 

en los dos tiempos de estímulo, pero en las figuras no se muestra esta diferencia. 

 

 

 A) 
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Figura 13. Efecto de tóxico de la nicotina en Pseudomonas aureginosa. Se muestra la densidad óptica 

a dos tiempos de estímulo de A) 18 horas y B) 24 horas. Se observa el control positivo (sólo infusión 

cerebro corazón), control negativo (infusión cerebro corazón con penicilina/estreptomicina (10 000 µg/mL)) 

después 10µM, 30µM y 50µM de nicotina, n=6 (tres ensayos independientes por duplicado) se realizó la 

prueba Kruskal Wallis post test de Dunn en el programa GraphPad Prism versión 6.0. 

 

 

7.3.3 Crecimiento de Mycobacterium tuberculosis con nicotina en presencia de 

mecamilamina y bungarotoxina 

 

 Para evaluar si el efecto de la concentración de 10µM de nicotina en el crecimiento 

de M. tuberculosis es específico, se propuso el siguiente experimento que se muestran 

en la figura 14.  El control positivo que corresponde a  M. tuberculosis sola (morado) tuvo 

un comportamiento muy parecido al que se describió en la figura 10, de igual manera la 

condición de M. tuberculosis y  10µM de nicotina (azul) se parece al de la figura 10, las 

condiciones de M. tuberculosis con 10µM de nicotina y mecamelamina (negro) se puede 

B) 
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observar que el crecimiento de la bacteria es similar al del control positivo a pesar de que 

tiene el estímulo de nicotina. Finalmente, en la condición de M. tuberculosis con 10µM 

de nicotina y bungarotoxina (rojo) el crecimiento es muy parecido al del control positivo 

y similar a la condición con mecamelamina. Tanto la mecamelamina como la 

bungarotoxina son afines al receptor alfa 7 nicotínico de acetilcolina en humanos. 

 

 

Figura 14. Curva de crecimiento de M. tuberculosis con estímulo de nicotina con mecamelamina y 

bungarotoxina. Se muestra la densidad óptica medida cada tercer día hasta el día 29, en donde se 

observa la fase logarítmica y la fase estacionaria. Se observa el control positivo M. tuberculosis sola 

(morado), control negativo M. tuberculosis con penicilina/estreptomicina (10 000 µg/mL) (verde), M. 

tuberculosis y 10µM de nicotina (azul), M. tuberculosis con 10µM de nicotina y mecamilamina 30µM 

(negro), M. tuberculosis con 10µM de nicotina y bungarotoxina 10nM (rojo); n=6 (tres ensayos 

independientes por duplicado) se realizó prueba múltiple de varianza (ANOVA) de dos vías para evaluar 

el comportamiento de los datos con post-test de Bonferroni, ρ = P<0.001  corresponde a Control +, 10µM 

de nicotina y bungarotoxina 10nM y 10µM de nicotina y mecamilamina 30µM  con respeto a 10µM de 

nicotina. 

 

 

7.4  Evaluación de genes de virulencia de Mycobacterium tuberculosis expuesta 

a nicotina 

Al observar que la nicotina incrementa la fase exponencial de crecimiento de M. 

tuberculosis, se evaluó el efecto en la expresión de 12 genes de virulencia divididos en 
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3 grupos: primero el gen involucrado en la resistencia a péptidos antimicrobianos (lysX), 

el segundo grupo los genes relacionados con las moléculas secretadas (esxA (esat-6), 

esxB(cfp-10), hspx, katG, lpqH y caeA) y finalmente los genes involucrados con la pared 

celular (pirG, fad26, fbpA, ompAtb y hbhA). 

 

7.4.1 Evaluación de los oligonucleótidos con ADN de Mycobacterium tuberculosis  

Con el fin de evaluar los oligonucleótidos que se diseñaron se midió la expresión 

de cada gen con ADN de bacterias previamente extraído. En la figura 15 se muestra la 

expresión de cada de uno de los genes en relación con 16S como gen constitutivo. Se 

puede observar que todos los oligonucleótidos son funcionales, y que el ADN es un buen 

control positivo para todos los genes a evaluar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evaluación de los oligonucleótidos diseñados con ADN de Mycobacterium tuberculosis. 

Se evaluó por PCR la expresión de los oligonucleótidos diseñados, se normalizó con la expresión de 16S.    
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7.4.2 Evaluación del gene de virulencia involucrado en la resistencia a péptidos 

antimicrobianos de Mycobacterium tuberculosis expuesta a nicotina 

Una vez que se corroboró el funcionamiento de los oligonucleótidos se procedió 

a evaluar el primer gen de virulencia de M. tuberculosis lys-x, en relación a la exposición 

a 10 µM de nicotina.  Para entender el comportamiento de la bacteria se realizaron dos 

cinéticas de tiempo, la primera con una exposición en horas (1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 

horas y 18 horas) y la segunda en días (día 10, día 22 y día 28).  

En la figura 16 se muestra la primera cinética de exposición y se evaluó la 

expresión de lys-x normalizada con el gen 16S. Se observó que, en la condición de 1 

hora, la expresión del gen es significativamente mayor que en todos los otros tiempos 

evaluados, a excepción de las dos horas. La expresión del gen aumenta en el tiempo de 

1 hora y disminuye hasta la condición de 4 horas, la expresión de 4, 6 y 18 horas es 

parecido a la condición sin estímulo. Recordemos que lys-x es un gen involucrado en la 

actividad de los péptidos antimicrobianos que son importante para la respuesta 

inmunitaria del huésped. 

 

Como ya se había observado que la nicotina promueve la fase exponencial de 

crecimiento en M. tuberculosis, se decidió evaluar la expresión de lys-x durante la curva 

de crecimiento en los días 0, 10, 22 y 28, en la figura 17 se observan que en el día 10, 

22 y 28 incrementa la expresión del gen con el estímulo de nicotina (*P<0.05, **P<0.01). 
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Figura 16. La nicotina incrementa la expresión del gen involucrado en la resistencia a péptidos 

antimicrobianos. Se presentan los cambios en la expresión del gen lys-x de bacterias expuestas a 10µM 

de Nicotina, las muestras se evaluaron a 1, 2, 4, 6 y 18 horas de estímulo. Se normalizó con la expresión 

del gen de referencia 16S; n=6, 3 ensayos independientes, por duplicado; se realizó prueba múltiple de 

varianza (ANOVA) de dos vía para evaluar el comportamiento de los datos con post-test de Bonferroni,   * 

= P<0.01, ** = P<0.05. 
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Figure 17. La nicotina incrementa la expresión del gen involucrado en la resistencia a péptidos 

antimicrobianos. Se presentan los cambios en la expresión del gen lys-x de bacterias expuestas a 10µM 

de Nicotina (Nc), las muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó con la expresión del gen 

de referencia 16S, n=6, 3 ensayos independientes por duplicado, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. (U-Mann-

Whitney) 

 

7.4.3  Evaluación de genes de virulencia relacionados con moléculas secretadas de 

Mycobacterium tuberculosis expuesta a nicotina 

Después de observar cambios en la expresión del gen lys-x en ambas cinéticas 

de exposición a nicotina, se continuó con el grupo de genes que están involucrados en 

la secreción de moléculas de virulencia de M. tuberculosis. Este grupo está conformado 

por los siguientes genes esxA (esat-6), esxB(cfp-10), hspx, katG, lpqH y caeA. 

Dentro de este conjunto de genes, dos muy importantes durante el proceso de 

infección son esxA que codifica a esat-6, una proteína de secreción que junto con cfp-10 

son moléculas altamente inmunogénicas durante la infección y caeA que codifica para 

una proteasa que esta involucrada en el crecimiento de bacterias y promueve la 

supervivencia  dentro de los macrófagos. 

Debido a su importancia durante el proceso de infección se eligieron ambos genes  

para evalar se expresión al estímulo de nicotina en la cinética a corto plazo (1, 2, 4, 6 y 

18 horas). Los resultados para el gen esxA se muestran en la figura 18, los valores fueron 

normalizados con con 16S, no se observa diferencia estadísticamente significativa en 

ninguna condición entonces la expresión de esxA no se ve afectado por el estímulo de 

nicotina ni el tiempo de exposición.  

En la figura 19, se muestran los resultados de caeA en la cínetica a corto plazo, 

normalizados con 16S.  Se observó diferencia estadística entre el tiempo de 1 hora y 4 

horas y una tendencia de disminución en la expresión, tomando como punto más alto la 

condición de 1 hora disminuyendo hasta las 4 horas y manteniéndose con una expresión 

similar a la columna sin estímulo hasta las 18 horas. Entonces, el estímulo de nicotina 

aumenta la expresión de caeA a tiempos cortos.  
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Figura 18. La nicotina no modifica la expresión del gen esxA relacionado con la secreción de 

moléculas de virulencia en M. tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión del gen esxA de 

bacterias expuestas a 10µM de Nicotina, las muestras se evaluaron a 1, 2, 4, 6 y 18 horas de estímulo. Se 

normalizó con la expresión del gen de referencia 16S; n=6, 3 ensayos independientes por duplicado; se 

realizó prueba múltiple de varianza (ANOVA) de dos vías para evaluar el comportamiento de los datos con 

post-test de Bonferroni. 
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Figura 19. La nicotina incrementa la expresión del gen caeA relacionado con la secreción de 

moléculas de virulencia en M. tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión del gen caeA de 

bacterias expuestas a 10µM de Nicotina, las muestras se evaluaron a 1, 2, 4, 6 y 18 horas de estímulo. Se 

normalizó con la expresión del gen de referencia 16S, n=6, 3 ensayos independientes por duplicado, se 

realizó prueba múltiple de varianza (ANOVA) de dos vías para evaluar el comportamiento de los datos con 

post-test de Bonferroni, * = P<0.01. 

 

Una vez que se demostró que el estímulo de nicotina en el rango de horas genera 

cambios en la expresión de los genes esxA y caeA modificando la virulencia de M. 

tuberculosis, se evaluó si la exposición a nicotina durante la curva de crecimiento en días 

(día 10, día 22 y día 28) genera cambios en la expresión de los genes esxA (esat-6), 

esxB (cfp-10), hspx, katG, lpqH y caeA.  

En la figura 20 se muestran los cambios en los genes esxA y esxB, en la sección 

20A solo se observa que el gen esxA incrementa su expresión el día 22 y 28 comparados 

con la expresión de las bacterias no estimulas (*P<0.05, **P<0.01).  

El siguiente gen es esxB, se muestra cambio estadísticamente significativo en el 

día 0, aproximado de 4 veces en comparación a las no expuestas a nicotina del mismo 

día (**P<0.01). Para el día 10, la expresión disminuye en comparación con el día 0, pero 

si tiene diferencia estadística en comparación a las bacterias no estimuladas del mismo 

día (*P<0.05). El día 22 y 28 tiene diferencia estadísticamente significativa en 

comparación con las bacterias no expuestas de cada día (*P<0.05, **P<0.01). El 

incremento es dependiente del tiempo de exposición (Figura 20B). 
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Figure 20. La nicotina incrementa en la expresión de los genes esxA y esxB relacionado en la 

secreción de moléculas de virulencia en M. tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de 

bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó 

con la expresión del gen de referencia 16S (A) Expresión del gen esxA, (B) Expresión del gen esxB, n=6, 

3 ensayos independientes por duplicado, *P<0.05, **P<0.01. (U-Mann- Whitney). 

 

En la figura 21A se evaluó el gen hspx el cual tiene incremento en la expresión en 

todos los tiempos en comparación con las bacterias no expuestas. El día 10 tiene el 

incremento mayor, aproximado de 9 veces en comparación a las no estimuladas 

(***P<0.001). La nicotina mantiene un incremento en expresión del gen hspx durante la 

curva de crecimiento. Para el caso de katG solo se observa incremento en la expresión 

del día 10 (**P<0.01), se representa en la figura 21B. 
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Figure 21. La nicotina incrementa en la expresión de los genes hspx y katG relacionado en la 

secreción de moléculas de virulencia en M. tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de 

bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó 

con la expresión del gen de referencia 16S (A) Expresión del gen hspx, (B) Expresión del gen katG, (n=6, 

3 ensayos independientes, por duplicado), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. (U-Mann- Whitney). 

 

Los últimos genes que se evaluaron del grupo de moléculas virulentas secretadas 

son lpqH y caeA. En la figura 22A se observa un incremento en la expresión de lpqH a 

partir del día 10 y hasta el día 28 (**P<0.01). Finalmente, en la figura 22B, el gen caeA 

presenta incremento en la expresión, con diferencia estadística sólo el día 28 (*P<0.05), 

y sin cambios los días 0, 10 y 22. 

 

Figure 22. La nicotina incrementa en la expresión de los genes lpqH y caeA relacionado en la 

secreción de moléculas de virulencia en M. tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de 

bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó 

con la expresión del gen de referencia 16S (A) Expresión del gen lpqH, (B) Expresión del gen caeA, n=6, 

3 ensayos independientes por duplicado, *P<0.05, **P<0.01 (U-Mann- Whitney). 

 

7.4.4 Evaluación de genes de virulencia relacionados con la pared celular de 

Mycobacterium tuberculosis expuesta a nicotina 

 Después de comprobar que la nicotina modifica la expresión de genes de 

virulencia del grupo de resistencia a péptidos antimicrobianos y de moléculas secretadas, 
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se procedió a evaluar el tercer grupo, los genes involucrados con la pared celular (pirG, 

fad26, fbpA, ompAtb y hbhA). 

De este grupo se eligió al gen fad26 que codifica para la acil coenzima A (acil-

CoA) sintetasa involucrada en la degradación de los ácidos grasos, para evaluarlo en la 

cinética de exposición a nicotina en horas. Los resultados se muestran en la figura 23. 

Se observa diferencia estadísticamente significativa en el tiempo 1 hora en comparación 

a la condición sin estimulo (*P<0.01). La condición 2 horas tiene una expresión mayor en 

comparación a 1 hora, pero no es estadísticamente significativa. Se observó una 

tendencia de disminuir la expresión a partir de la estimulación de 4 y 6 horas y se 

mantuvo hasta las 18 horas. La condición 2 horas tiene diferencia estadísticamente 

significativa en comparación a la condición de 6 y 18 horas (* = P<0.01). 

 

Figura 23. La nicotina modifica la expresión del gen fad26 relacionado con la pared celular de M. 

tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión del gen fad26 de bacterias expuestas a 10µM de 

nicotina, las muestras se evaluaron a 1, 2, 4, 6 y 18 horas de estímulo. Se normalizó con la expresión del 

gen de referencia 16S, n=6, 3 ensayos independientes por duplicado, se realizó prueba múltiple de 

varianza (ANOVA) de una vía para evaluar el comportamiento de los datos con post-test de Bonferroni,  * 

= P<0.01. 

 

El gen fad26 también se evaluó en la segunda cinética de exposición a nicotina durante 

la curva de crecimiento y los resultados se muestran en la figura 24. Se observa un incremento 
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al doble en la expresión comparado con la condición no estimulada en el día 10 (*P<0.05). En 

todas las demás condiciones (día 0, día 22 y día 28) no genera cambios. 

 

 

Figure 24. La nicotina incrementa la expresión del gen fad26 involucrado con pared celular en M. 

tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las 

muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó con la expresión del gen de referencia 16S, 

n=6, 3 ensayos independientes por duplicado, *P<0.05. (U-Mann- Whitney) 

 

Los genes pirG, fbpA, ompAtb y hbhA involucrados en la proteinas de superficie 

celular se evaluarón en la cinética de exposición a nicotina durante la curva de 

crecimiento a los días 0, 10, 22 y 28. En la figura 25A se muestran los resultados para 

pirG, se observa un incremento en la expresión en el día 10, 22 y 28 en comparación a 

la condición sin estimulo en cada día (*P<0.05, **P<0.01), podemos decir que se observa 

un incremento en la expresión dependiente del tiempo. El siguiente gen es fbpA, se 

muestra en la figura 25B un incremento en la expresión a partir del día 10 y hasta el día 

28 en comparación con las M. tuberculosis no estimuladas (*P<0.05), tiene un 

comportamiento de expresión similar al observado con el gen pirG. 
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Figure 25. La nicotina incrementa la expresión de genes involucrados con pared celular en M. 

tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las 

muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó con la expresión del gen de referencia 16S, 

(A) Expresión del gen pirG, (B) Expresión del gen fbpA, n=6, 3 ensayos independientes por duplicado, 

*P<0.05, **P<0.01 (U-Mann- Whitney) 

 

Los últimos genes que se evaluarón fueron ompA y hbhA. En la figura 26A se 

observa incremento en la expresión del gen ompA en el día 10 en comparación con las 

bacterias no estimuladas (*P<0.05). Además, en el día 22 se observa un incremento en 

la expresión aproximadamente de 9 veces en comparación a las no expuestas 

(***P<0.001). Finalmente la figura 26B, para el gen hbhA, muestra un incremento en la 

expresión en el día 0, 10, 22 y 28 comparadas con las bacterias no estimuladas de cada 

condición (*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001). Para este gen la nicotina genera cambios 

en la expresión dependiente del tiempo. 

 

A) B) 
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Figure 26. La nicotina incrementa la expresión de genes involucrados con pared celular en M. 

tuberculosis. Se presentan los cambios en la expresión de bacterias expuestas a 10µM de nicotina, las 

muestras se evaluaron los días 0, 10, 22 y 28. Se normalizó con la expresión del gen de referencia 16S, 

(A) Expresión del gen ompA, (B) Expresión del gen hbhA, n=6 ensayos independientes por duplicado, 

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. (U-Mann- Whitney) 
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8.0 Discusión  

 En este trabajo se demostró que la nicotina entra y se distribuye de manera 

homogénea en el citoplasma de los pneumocitos tipo II además de que tienen la 

capacidad de internalizar a M. tuberculosis. Se probó que la nicotina interacciona con la 

bacteria al interior de los pneumocitos tipo II. Se evaluó el efecto directo de nicotina en 

M. tuberculosis y se encontró que prolonga la fase exponencial de crecimiento e 

incrementa la expresión de al menos 12 genes de virulencia, los cuales se asocian al 

desarrollo de una cepa metabólicamente más activa y virulenta. 

 Inicialmente se evaluó la interacción de la nicotina durante el proceso de infección 

en TB primaria, ya que hasta ahora solo se había evaluado su efecto directo en la células 

(Daffner et al,. 2015, Sagheddu, et al,. 2018, Kudelska et al,. 2018). Se demostró que la 

nicotina es capaz de atravesar la membrana de los pneumocitos tipo II y distribuirse  

homogéneamente en el citoplasma, entonces no solamente interacciona con los 

receptores nicotínicos si no que tiene la capacidad de atravesar la membrana. Se 

propone que podría deberse a su propiedad lipofílica dependiente del pH (Fowler, 2007: 

Hukkanen, 2005).  

 El siguiente paso fue evaluar si los pnemunocitos tipo II pueden infectarse por M. 

tuberculosis. Para comprobarlo se utilizó la tinción de tubulina y se observó que la 

bacteria si es internalizada por las células. Ya se había reportado que las células A549 

pueden internalizar Mycobacterium smegmatis mediante macropinocitosis (García et al., 

2003), se propone que al tratarse de otra cepa de Mycobacterium patógena la 

macropinocitosis también podría ser utilizada como mecanismo de internalización.  

Ya se comprobó que los pneumocitos tipo II pueden internalizar tanto a la nicotina 

como a M. tuberculosis por separado, entonces nuestro interés fue evaluar si ambos 

entraban en contacto durante la infección. Para comprobarlo se realizó una triple tinción: 

la célula, la nicotina y la bacteria. Se comprobó la interacción física intracelular entre la 

nicotina y M. tuberculosis, ya que colocalizan en el citoplasma de los pneumocitos. Se 

propone que esta interacción inicia una vez que el pneumocitos tipo II reconoce a la 

bacteria y la internalizan formando un endosoma, que se forma con el movimiento del 

citoesqueleto y la membrana celular para rodear a la bacteria. Después se estimula con 
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nicotina, que como ya se describió tiene la capacidad de atravesar la membrana celular, 

distribuyéndose homogéneamente en el citoplasma. Si el endosoma donde se encuentra 

la bacteria está formado por membrana celular, entonces, la nicotina pudo atravesar el 

endosoma e interaccionar físicamente con la bacteria dentro de la célula. Este 

mecanismo propuesto se ejemplifica en la figura 27.  

  

 

 

Figura 27 Esquema de interacción de la nicotina y M. tuberculosis en pneumocitos tipo II. Se 

esquematiza el mecanismo propuesto de interacción intracelular entre la nicotina y M. tuberculosis. En la 

sección 1 (A) se muestra al pneumocito tipo II que se infecta con M. tuberculosis, (B) Se ejemplifica que 

los pneumocitos son capaces de reconocer y fagocitar a M. tuberculosis moviendo el citoesqueleto (C) 

Esquema de un pneumocitio tipo II y M. tuberculosis internalizada. En la sección 2: (A) en pneumocitos 

tipo II previamente infectados con M. tuberculosis se expone a nicotina (B) La nicotina es capaz de 

atravesar la membrana y distribuirse en el citoplasma probablemente por su capacidad lipofílica (C) La 
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bacteria en el endosoma que esta formado por un fragmento de membrana celular y puede ser atravesado 

por la nicotina y de esta manera interaccionar físicamente con la bacteria. 

 

 Al establecer que existe una interacción física entre la bacteria y la nicotina 

intracelularmente, es importante conocer si la nicotina tiene efecto directo en M. 

tuberculosis. Para comprobarlo, se evaluó el efecto durante la curva de crecimiento de 

la bacteria. Se encontró que M. tuberculosis a la concentración menor de nicotina, 

prologa la fase exponencial de crecimiento. Se propone que no utiliza a la nicotina como 

nutriente (Feng, 2014), ya que la concentración más alta de nicotina no presentó 

incremento. Estos resultados concuerdan con estudios previos donde se demostró que 

la adición de la nicotina en el medio Löwenstein-Jensen disminuye los días de 

crecimiento de la bacteria para acelerar el diagnóstico de la TB.  

 Para saber si el efecto en la prolongación del crecimiento es específico del 

estímulo de nicotina, se colocaron dos inhibidores del receptor nicotínico en humanos:  

la mecamelamina (específica para el receptor nicotínico alfa 7 de acetilcolina y el receptor 

nicotínico alfa 4 beta 2 de acetilcolina) y la bungarotoxina (específica para el receptor 

nicotínico alfa 7 de acetilcolina). Ambos inhibidores son capaces de revertir el efecto. 

Entonces M. tuberculosis tiene una estructura que es capaz de reconocer tanto a la 

mecamilamina y a la bungarotoxina. En específico se propone que podría expresar un 

sistema de dos componetnes parecido al receptor alfa 7 nicotínico de acetilcolina que es 

capaz de reconocer a la nicotina. Esto se sustenta con lo reportado en el 2002 donde la 

exposición al extracto de cigarro genera cambios en la composición de los ácidos grasos 

de la pared de M. tuberculosis (Shprykov et al,. 2002).  

Para comprobar si el incremento en el crecimiento de M. tuberculosis por la nicotina se 

replica en otras bacterias, se expuso a P. aureginosa a nicotina. Se encontró que al 

contrario de M. tuberculosis disminuye el crecimiento dependente de la concentración. 

Entonces, el efecto de la nicotina es específico para cada bacteria. Por ejemplo, estudios 

recientes de Staphylococcus epidermidis expuesta a nicotina muestran que mejora la 

formación de biopelículas, alteran la autólisis bacteriana y la liberación de ADN 

extracelular (Wu, 2018), en Pseudomonas putida ya se tiene descrito el mecanismo 
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regulador de la degradación de la nicotina, mediante el grupo de genes nic2 (Hu et al., 

2021). Por lo tanto, la nicotina no sólo genera cambios en el crecimiento de las bacterias, 

sino que también en la expresión de diferentes genes. 

El siguiente paso es comprobar si la exposición a nicotina modifica la expresión 

de genes en M. tuberculosis, durante dos cinéticas la primera con tiempo máximo de 18 

horas y la segunda durante la curva de crecimiento. Se eligieron 12 importantes factores 

de virulencia divididos en tres grupos: primero los involucrados con la resistencia a 

péptidos antimicrobianos (lys-x), el segundo relacionado con proteínas secretadas (esxA, 

esxB, hspx, katG, lpqH y caeA) y los involucrados con la envoltura celular (pirG, fad26, 

fbpA, ompAtb y hbhA)  ( Forrellad, 2013).  

El primer grupo es el de resistencia a los péptidos antimicrobianos; el gen se llama 

lys-x. Estre gen se relaciona con la agregación de residuos de lisina a los fosfolípidos de 

la superficie celular para cambiar su carga neta, se expresa diferencialmente entre las 

cepas de M. tuberculosis y afecta la virulencia de la bacteria (Montoya-Rosales et al., 

2017). Se demostró que la nicotina promueve la expresión del gen lys-x, generando una 

cepa más virulenta, ya que se ha reportado que entre más virulenta sea la cepa, mayor 

expresión del gen (Montoya- Rosales et al, 2017). Se propone que gracias a la nicotina, 

M. tuberculosis evade de manera más eficiente el efecto antimicrobiano de los péptidos. 

El siguiente grupo de genes relacionados con la virulencia, son los que codifican 

para las proteínas secretadas. Los primeros genes evaluados son esxA, que codifica 

para la diana antigénica de secreción temprana de 6 kDa o Esat 6, y esxB es codifica 

para el antígeno filtrado de cultivo de 10 kDa o CFP-10. Las dos son moléculas altamente 

inmunogénicas durante la infección (Brodin et al, 2004). Ambas proteinas se encuentran 

en el sistema de secreción RD1 que es importante para cepas virulentas. Las cepas 

carentes de RD1 tienen un fenotipo como M. bovis atenuado. En un estudio donde se 

coloca RD1 (Esat-6 y CFP 10) a cepas carentes de estas proteínas, se promueve el 

crecimiento (Brodin et al, 2004).  El estímulo de nicotina promueve la expresión de ambos 

genes, sugiriendo que este incremento aumenta la expresión de ambas proteínas, 

promueve el crecimiento de la bacteria, modificando la virulencia. 
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Acr1, también llamado α-crystallin de 16 kDa o HspX, inhibe la respiración 

aeróbica y evita la replicación del bacilo, lo que regula la expresión de una gran cantidad 

de proteínas asociadas a la latencia (Kendall et al., 2004). Hspx es un elemento de 

control importante ya que la sobreexpresión de la proteína inhibe el crecimiento de M. 

tuberculosis (Forrellad et al., 2013). El estímulo de nicotina promueva la sobreexpresión 

de este gen, lo que nos lleva a proponer que este sea un mecanismo regulatorio para el 

crecimiento de la bacteria.  

El siguiente gen es katG que codifica para la única enzima con actividad catalasa 

en M. tuberculosis, peroxidasa que degrada el H2O2 y los peróxidos orgánicos. katG está 

regulado negativamente por la proteína FurA (Forrellad et al., 2013). El estímulo de 

nicotina incrementa la expresión de katG promoviendo la actividad catalítica de la 

bacteria, en la respuesta de los macrófagos ante M. tuberculosis el estallido respiratorio 

en el fagosoma elimina las bacterias internalizadas, la nicotina incrementa la actividad 

de catalasa de katG incrementando la supervivencia de la bacteria inactivando el 

estallido respiratorio (Chavez-Galan et al., 2009).  

La lipoproteína de 19 kDa o lpqH induce la expresión y secreción de diferentes 

moléculas de la respuesta inmune del huésped, a través de la señalización de los TLR 

en células epiteliales, linfocitos B y neutrófilos (Echeverria-Valencia, 2017). Las cepas 

carentes de esta lipoproteína son eliminadas fácilmente. El estímulo de nicotina 

promueve la expresión de lpqH, se propone que se genera una cepa que mejora la señal 

a TLR y es más difícil de eliminar .  

El ultimo gen es caeA que codifica para una carboxilesterasa relacionada con las 

lipoproteínas de la pared de la bacteria (Rengarajan et al, 2008). En un estudio donde se 

modifica a la bacteria para no expresar este gen se disminuyeron las UFC en modelo in 

vivo de infección (Rengarajan et al, 2008). Esta enzima tiene como sustrato a GroEL2, 

que es una proteína chaperona que se encargar del plegamiento intracelular de las 

proteinas (Chilukoti et al., 2016). El estímulo de nicotina incrementa la expresión de caeA 

en la etapa de meseta, se propone que durante esta etapa esta enzima esté más activa 

debido a un incremento en el plegamiento intracelular de proteínas.  
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El último grupo de factores de virulencia está conformado por 5 genes (pirG, fad26, 

fbpA, ompA y hbhA), que se  relacionan con  la  pared celular. Al tratarse de una 

estructura compleja y única se vuelve excelente blanco para contrarrestar la virulencia 

de M. tuberculosis (Forrellad, 2013). El primer gen es pirG, que codifica para la proteína 

repetitiva exportada (erp), una proteína secretada de 36 kDa que contiene varias 

repeticiones de prolina-glicina-leucina-treonina-serina (PGLTS) involucrada en el 

crecimiento intracelular (Betts et al., 2002). Berthet y colabotadores (1998) demostraron 

que la ausencia de erp en M. tuberculosis afecta la replicación de esta cepa en 

macrófagos de ratón derivados de médula ósea infectados. Ya que la nicotina incrementa 

la expresión de pirG, podría relacionarse con la prolongación de la fase exponencial de 

crecimiento y proponemos que es un factor crucial para la supervivencia y la 

multiplicación de bacterias.    

Fad26 es una acil coenzima A (acil-CoA) sintetasa involucrada en la degradación 

de ácidos grasos (Smith et al, 2003). Es un factor de virulencia que disminuye las UFC 

en un modelo in vivo en C57BL/6 de ratón (Forrellad et al, 2013). El principal ácido graso 

de la bacteria es el ácido micólico que forma parte de la pared bacteriana y es importante 

para su estructura (Gorocica et al, 2005). Cuando M. tuberculosis se expone a nicotina 

aumenta la expresión de fad26, por lo que se sugiere que el estímulo aumenta la 

degradación de ácidos grasos en la bacteria, disminuyendo la concentración de ácido 

micólico y debilitando estructuralmente la pared celular, generando una cepa menos 

virulenta.  

Las proteínas de los genes fbpA, fbpB y fbpC (micolil-transferasas) se definen 

como los antígenos inmuno dominantes 85A, 85B y 85C. Las cepas carentes del gen 

fbpA resultan atenuadas en el proceso de infección en macrófagos humanos y murinos 

(Forrellad, 2013); como ya se mencionó el ácido micólico es el principal ácido graso de 

la pared bacteriana. El incremento producido por el estímulo de la nicotina en la expresión 

de fbpA, puede deberse a un aumento en la síntesis del ácido micólico, probablemente 

para contrarrestar el efecto causado por el incremento en la expresión de fad26.  

Otra proteína importante es la responsable de formar poros en la membrana 

(porina) que codifica el gen ompA (Forrellad, 2013), que es un factor de virulencia 
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requerido para la resistencia a los ácidos en los fagosomas del huésped (Yang et al., 

2011). Forma poros con un diámetro de 1.4 y 1.8 nm, facilitando el paso de pequeñas 

moléculas hidrofílicas como la arabinosa, glucosa, sacarosa y serina al citoplasma, 

funciona bajo condiciones ácidas (Forrellad, 2013). La exposición a nicotina aumenta la 

expresión de ompA, lo que le permitiría a la bacteria continuar adquiriendo moléculas del 

microambiente en el que está creciendo y, por lo tanto, prolongar la supervivencia.  

Finalmente, el antígeno de hemaglutinina de unión a la heparina (hbhA), es la 

principal adhesina expuesta en la superficie de la célula. Promueve la fijación de las 

micobacterias a las células epiteliales y fibroblastos, pero no a células similares a los 

macrófagos. Induce la agregación micobacteriana, que le da a la bacteria capacidad de 

formar una biopelícula primaria (Forrellad, 2013).  Se propone que el estímulo de nicotina 

en M. tuberculosis incrementa expresión de hbhA, promoviendo la formación de una 

biopelícula desde el inicio de la curva de crecimiento. 

En resumen, el efecto de la nicotina sobre M. tuberculosis se puede dividir en dos, 

primero durante la curva de crecimiento, ya que prolonga la fase exponencial y retarda 

la fase de meseta, y en segundo lugar porque incrementa la expresión de 12 genes de 

virulencia, lo que sugiere la generación de una cepa metabólicamente más activa, más 

resistente a péptidos antimicrobianos, con mayor producción de proteínas virulentas 

como Esat6 y CFP-10, promoviendo la actividad catalítica, mejorando la señal a TLR, 

incrementando el plegamiento intracelular de proteínas, aumentando la supervivencia, 

modificando la producción de ácidos grasos y promoviendo la formación de biopelículas. 

El resumen del efecto de la nicotina sobre M. tuberculosis se ejemplifica en la figura 28.     

Se propone que una manera de explicar el incremento en la probabilidad de 

contagio por TB al fumar es que la nicotina no solo afecta la inmunidad del huésped, si 

no que genera una cepa de M. tuberculosis más virulenta y más difícil de eliminar.   
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Figura 28 Efecto de la interacción entre la nicotina y M. tuberculosis.  Se resumen los efectos entre la 

nicotina y M. tuberculosis. En la parte superior se ejemplifica que la nicotina incrementa la fase exponencial 

de crecimiento de la bacteria y en la parte inferior que la nicotina incrementa la expresión de los genes de 

virulencia lys-x, esxA, esxB, hspx, katG, lpqH, caeA, pirG, fad26, fbpA, ompAtb y hbhA, generando una 

nueva cepa más virulenta y metabólicamente más activa. 
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9.0 Conclusión 

La nicotina, por su capacidad lipófilica, puede internalizarse en pneumocitos tipo 

II.  Si las células se encuentran infectadas con M. tuberculosis, la nicotina también puede 

interaccionar con las bacterias intracelulares, generando un panorama más amplio para 

la TB activa, ya que la nicotina no solo afecta la respuesta inmune del huésped si no que 

presenta un efecto directo en el patógeno.   

El estímulo de nicotina directamente en M. tuberculosis incrementa el crecimiento 

de las bacterias. Aunque no se tiene descrito ningún receptor que sea capaz de 

reconocer a la nicotina, se describió que el efecto en el crecimiento se debe a que la 

bacteria presenta una estructura similar a los receptores nicotÍnicos humanos, que puede 

reconocerla e inactivarse con bloqueadores como mecamelamina y bungarotoxina.  

Otro efecto de la a nicotina en M. tuberculosis es que induce la expresión de al 

menos 12 genes de virulencia, sugiriendo la generación de una nueva cepa con mayor 

resistencia a los péptidos antimicrobianos, incremento en la liberación de moléculas 

inmunoreguladoras como Esat-6 y CPF-10, promoviendo la supervicencia, 

metabólicamente más activa y que favorece la formación de biopelículas. Es decir, una 

cepa más virulenta y difícil de eliminar. Sin embargo, para evaluar la respuesta completa 

es necesario continuar el estudio de otros genes de virulencia en la bacteria para 

entender el panorama completo.  

Entonces la nicotina, como mólecula inmunoreguladora del cigarro, podría ser la 

responsable del incremento en la probabilidad de contagio por TB al fumar, generando 

cambios en la respuesta inmune del huésped y generando una nueva cepa de M. 

tuberculosis más virulenta.  
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