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RESUMEN

La esporotricosis es una infeccion micdtica cronica, causada por el hongo
Sporothrix schenckii, con amplia distribucién mundial, se encuentra asociada a
personas inmunodeprimidas, en México se han reportado zonas endémicas
como Jalisco.

Se desconoce el mecanismo de patogériesis de la esporotricosis, donde la
variabilidad de la infeccion clinica indica que tiene un papel importante la
respuesta inmune en 1a interaccion huésped-parasito. Entre tos estudios sobre
la inmunidad en este padecimiento, se destaca: la disminucion del proceso
microbicida de la fagocitosis y la participacion de la inmunidad celular en a
actividad fungicida contra el hongo. Una alternativa del proceso de patogénesis
de la esporotricosis que ha sido poco estudiado, es el efecto del suero
(inmunidad humoral) sobre la inmunidad celular.

Esta tesis valoré el efecto_ del suero sobre la inmunidad celular, tanto in vivo
como in vitro, con el empleo de transferencia sérica de ratones BALB/c con
esporotricosis a ratones sanos o infectados.

Los resultados muestran que la inmunidad celular in vitro, con la adicién de
suero de ratones con esporotricosis en combinacidén con esporotricina
disminuye significativamente (p<0.001) en ratones infectados, a diferencia de in

vivo, donde el suero mostrd una disminucién no significativa.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a chronic mycosis caused by Sporothrix schenckii, with a world
wide distribution and associate to persons inmunocompromised. In Mexico, has
pbeen reported endemic area as State of Jalisco.

The pathogenic mechanism of sporotrichosis remains unknown, where the
different clinical forms described for this mycosis indicates that the immune
response has an important role in the interaction host-parasite. Among the

<
studies about of the immunity in this disease, is emphasized the decrease of tf:ae“

mechanism of phagocytosis and normal cellular immune response in t(he1 e

fungicidal activity against the S. schenckii. An alternative in the pathogenes& o
the sporotrichosis, poor studied, is effect of serum (humoral immunity) o

cellular immunity. This thesis was evaluated in vivo and in vitro, the serum effect
on cellular immunity, using the transfer of sera from BALB/c mice with
sporotrichosis to control or infected mice. The results revealed that the in vitro
cellular mediated immunity in the addition to serum mice with sporotrichosis, in
combinated with S. schenckii antigen, diminishes significantly (p<0.001) in mice
infected, this effect in vivo was different, where the serum addition, was not

statistical significative.
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INTRODUCCION

La esporotricosis es una infeccidn micotica crénica cuyo agente causal es el
hongo dimorfico Sporothrix. schenckii, el cual tiene una amplia distribucion
mundial (1). En paises no desarrollados la incidencia del padecimiento es mayaor,
ya que esta relacionado con personas desnutridas © con gran compromiso
inmune (1,2). Esta infeccidn se encuentra asociada a campesinos o trabajadores
de campo, ya que su agente causal es sapréfito en plantas, érboles o tierra por lo
que se le considera una enfermedad ocupacional (1). En México se han reportado
zonas endémicas de esporotricosis como Jalisco y Michoacéan (3).

Diversos estudios permiten evidenciar que en el mecanismo de patogénesis de la
infeccion la resistencia inmune del hospedero participa en el desarroilo de la
enfermedad (1), pero se desconocen muchos aspectos de la interaccién
hospedero—parasito.

Entre los hallazgos cientificos sobre la respuesta inmune en la esporotricosis se
encuentran los siguientes:

En el proceso microbicida de la fagocitosis: las ceélulas de pacientes con
esporofricosis son incapaces de destruir al hongo (4), la mieloperoxidasa (MPO)
se ve disminuida y la reduccidn del nitroazul de tetrazolio (NAT) se ve
incrementada (5).

Se ha sugerido que la inmunidad celular participa en la actividad fungicida contra
S. schenckii, y que en pacientes con esporotricosis estd presente la

hipersensibilidad retardada o tipo IV (1). En un modelo murino con esporotricosis,



la transferencia celular les confiri6 una mejor resistencia a la infeccion (6), lo
anterior sugiere la implicacién de los linfocitos T y su importancia en la defensa del
hospedero; misma que se refuerza con la informacién sobre humanos con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que presentan niveles
disminuidos de linfocitos CD4+ (7).

La participacion de la inmunidad celular en esta micosis esta presente, pero no es
suficiente ya que la enfermedad persiste y los macrofagos de individuos infectados
no pueden destruir al hongo; los factores solubles han sido poco estudiados en
esta patologia, y es posible que estén presentes en el suero de pacientes con

esporotricosis e influyan en la eficacia de la respuesta inmune celular contra%

schenckii. 6




ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

La esporotricosis es una infeccién micdtica cosmopolita de los tejidos cutaneos,
subcutaneos y linfaticos, que en paises no desarrollados su incidencia es mayor,
ya que esta relacionada con pacientes desnutridos o inmunadeprimidos (1,3). S.
schenckii se ha encontrado de manera sapréfita sobre madera de minas, tineles y
en la forma natural se encuentra asociado a plantas, arbotes y tierra (1,3,8). El
hongo se aisla de suelos, restos vegetales y otros (3,9,10); frecuentemente se
encuentra en estaciones lluviosas y calientes o frias y secas (3); puede crecer a
temperatura de 15°C en una atmésfera hUmeda mayor al 80% (3,8), como en el
caso de minas (8). El hongo afecta con mas frecuencia a campesinos, fardineros,
floristas, carpinteros (3) y ocasionalmente a trabajadores de laboratorio (11), por
lo que también se considera una enfermedad ocupacional. En general, la infeccion
se adquiere por inoculacién traumatica a nivel cutaneo en la forma micelial, la cual
es infecciosa para el hombre, rara vez es extracutanea o sistémica, afectando
pulmones, huesos o articulaciones (3,12).

El periodo de incubacidén post-inoculo es de 7 dias a 3 meses. La forma fija se
presenta de un 20-30% de los pacientes, se localiza en el sitio del inoculo y se
caracteriza por la infiltracion de una placa semilunar eritematosa, verrugosa o
ulcerada. La forma linfangitica es la mas frecuente (Fotografia 1), se presenta en
un 70-75%, el chancro de inoculacion es un nédulo indoloro de coloracion purpura
que sufre necrosis central, pudiendo ulcerarse, durando semanas o meses, el cual
persiste o cicatriza al mismo tiempo que aparecen lesiones nodulares o gomas
eritematosas que siguen el trayecto de los vasos linfaticos. Cualquier forma clinica

localizada puede curar espontaneamente o persistir durante meses o anos,



pudiendo ser punto de partida para las iesiones diseminadas (Fotografia 2) y en
algunos casos ser resistente al tratamiento (3). En pacientes con evolucién
linfangitica es raro que la infeccién se disemine por via sanguinea a ofras partes
del organismo (13). La esporotricosis diseminada es relativamente rara y se ha
reportado en pacientes con deficiencia inmune celular como SIDA provocada por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (7,14,15).

S. schenckii crece en la forma micelial en agar dextrosa Sabouraud de 20°C a
25°C, en la forma levaduriforme en agar sangre y cerebro corazdn de 35°C a 37°C
(3). Se ha sugerido que la temperatura de crecimiento de S. schenckii interviene
en et desarrollo clinico, y reportado que los hongos aislados de formas cutaneas
fijas (n=8) y linfocutanea y extracutanea (n=26) crecen a 35°C y 35-37°C
respectivamente (16); sin embargo, Albornoz y cols, no encontraron tal diferencia
en las formas fijas (n=20), ya que obtuvieron crecimiento en ambas temperaturas
(17). Recientemente con una muestra mayor (n=90) Dixon y cols., observaron en
hongos aislados del ambiente y de formas clinicas localizadas, que los primeros
se desarrollan mejor a 35°C (98%), y los recolectados de casos clinicos el 100%
lo hizo a 37°C, mientras que solo el 42% lo hizo a 35°C (18). Asi mismo, Dixony
cols. encontraron virulentas a todas aquellas cepas que crecen a 37°C (19).

S. schenckii en cultivo micoldgico, desarrolla colonias de 3 a 5 dias, las cuales al
principio son pequerias, blancas y carecen de micelic algodonoso aéreo,
posteriormente adquieren un aspecto humedo, rugoso y membranoso, variando en
el color de crema a verde. El examen microscopico muestra hifas delgadas de 1-2
pm, ramificadas y septadas, portadoras de conidios los cuales estan dispuestos en

los extremos dande la imagen de “Duraznos en Floracion”. En su reproduccion



sexual los conidios se caracterizan por ser piriformes, ovoides o esféricos,
adquiriendo forma redondeada y pared gruesa en cultivos viejos (3,20).

El periodo de germinacion de los conidios de S. schenckii es de 12 h, a 25°C in
vitro (21), donde los iones calcio (Ca') participan importantemente en este
proceso (22).

Los elementos micdticos de S. schenckii en tejidos humanos rara vez son
evidentes, pudiendo aparecer de tres maneras diferentes como son: elementos
naviculares que miden de 3-5 um, cuerpos asteroides que engloban a la espora de
material eosinofiico e hifas septadas (23). Los cuerpos asteroides son
caracteristicos de cortes histolégicos, ya que se observan en la mayoria de los
pacientes infectados, aunque no son especificos de S. schenckii, estos no son
bien entendidos y al parecer se forman de la interaccién con elementos de la
respuesta inmune, constituyendo la levadura de un cuerpo central basdfilo,
rodeado de extensiones radiales eosinofilicas de aproximadamente 10 um (3). Se
ha propuesto que los rayos estan formados por complejos antigeno-anticuerpo,
complemento y componentes tisutares (13,24). De la capsula, existen evidencias
opuestas, pues mientras que algunos autores piensan que es un artefacto del
proceso de la fijacion de los tejidos en formol, localizado airededor de la espora
(24), otros sostienen que se constituye de mucopolisacarido y de un complejo de

proteinas-mucopolisacéridos (25).



PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA.
Algunos factores influyen en el desarrollo de las infecciones micéticas, como son
la variabilidad genética, su adherencia a los tejidos del hospedero, toxinas,
enzimas (26), factores ambientales, temperatura de incubacion, el CO, potencial
redox y factores nutricionales entre otros (27); ademas de la participacion que
puedan tener estos, en el caso especifico de S. schenckii. El micelio es |la forma
infectante y la levadura el agente patogénico, este dimorfismo permite la
adaptacion en la interaccién hospedero-parasito e induce las diferentes formas &
clinicas (28,29). ff’

Algunos autores reportan que la patogénesis de cepas aisladas de la naturalez't_:f'_i
es baja, sugiriéndose que se incrementa después de varios pasajes a traves dg }
animales, se ha profundizado en este aspecto, y apoyado que S. schenckii tiene
una virulencia definida la cual es caracteristica de la especie, ya que cuando se
aislan cepas que muestran caracteristicas micoldgicas tipicas de S. schenckii, son
patogénicas para el hombre, sin necesidad de pasajes previos en animales (10).
Los estudios de tipificacion de ADN de los aislados del medio ambiente
relacionados con los aislados clinicos, ofrecen una oportunidad para estudiar la

filogenia de Sporothrix spp. y quiza puedan ayudar a determinar como y por qué

ciertas lineas de hongos logran ser virulentas (30).

DIAGNOSTICO.
En el diagnostico de la esporotricosis, el cultivo de lesiones es un método
adecuado; el uso de la microscopia de cortes histolégicos tefiidos con &cido

peryédico de Schiff y tincién de plata, muestran levaduras esféricas, fusiformes,

L gor
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alargadas o en forma de cigarro; otro método es la microscopia de fluorescencia
con anticuerpos especificos contra S. schenckii (1).

Las pruebas serolégicas con utilizacién de anticuerpos son dtiles al inicio de la
infeccién (31,32), encontrando anticuerpos contra S. schenckii en suero y liquido
cefalorraquideo de pacientes (33). Las reacciones de hipersensibilidad retardada
son positivas en personas con esporotricosis, aunque se ha encontrado positiva
en individuos sanos de regiones endémicas en los que su presencia se ha
asociado a infecciones no severas (34).

Se han empleado técnicas de biclogia molecular en estudios recientes para
diferenciar cepas y especies por tipificacion de ADN a partir de aislados clinicos y
ambientales; y como herramienta en la investigacibn de problemas
epidemiolégicos de infecciones micdticas, los que pueden ser dificiles de resolver

por técnicas tradicionales (30).

TRATAMIENTO DE LA ESPOROTRICOSIS.

El tratamiento de eleccién para las formas localizadas de este padecimiento,
descubierto empfricémente desde 1912, es el yoduro de potasio (KI), que se
administra via oral en una solucion saturada y con  dosis progresivas
administrando de 3 a 6 g al dia, dividido en tres dosis, el tratamiento debe
mantenerse durante 1 o 2 meses después de que hayan desaparecido las
lesiones (3,35). Se han realizado estudios para encontrar el mecanismo de accion
~ del KI en la esporotricosis, fortaleciéndose el concepto de que éste actua
modulando la reaccion inflamatoria y la respuesta inmune, aunque a la fecha se

desconoce cual es el mecanismo exacto de accion del Kl en ésta micosis; se ha



descrito que el Kl no tiene una accidn directa sobre la levadura, existen
evidencias en la respuesta inmune inespecifica de que el bloqueo de radicales
libres disminuye con la participacion del Kl y se desconoce si tiene algun efecto

sobre la inmunidad celular y humoral (36).

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS.

Basados en las diferentes formas clinicas que produce S. schenckii, asi como en
la regresidn espontanea de la enfermedad, se muestra una diversidad de
respuesta del hospedero, que evidencia que en la patogénesis de la enfermedad,
la interaccion de las defensas del hospedero con el hongo es determinante, razén
por la cual se han realizado estudios cientificos de esta relacion, para definir
aquellos procesos que participan en forma eficiente en la actividad fungicida y

aquellos que muestran incapacidad para limitar o eliminar la infeccion.

INMUNIDAD INESPECIFICA.

Los sistemas microbicidas en los polimorfonucleares (PMN's) de humanos (4) y
PMN’s de gerbiles ambos con esporotricosis {5), muestran una disminucion en la
actividad de la MPO con respecto a sus controles sanos.

En lo referente al proceso microbicida de la fagocitosis, se ha sugerido, en la
esporotricosis y en otras enfermedades micéticas, que es el primer mecanismo de
defensa contra el hongo, los PMN's son la principal linea de defensa del
hospedero contra la infeccion de S. schenckii (37); en un estado temprano de la

esporotricosis, los tejidos muestran infiltracion celular predominante de PMN's; en



un estado tardio presenta una zona supurativa central infiltrada de estos (38), y en
la periferia una zona de células linfoides y plasmaticas.

Histopatoldgicamente, las lesiones de piel inducidas experimentalmente en ratén
sano muestran caracteristicas similares al humano (39). Por otra parte, en el raton
normal la fragmentacion del hongo inicio entre las primeras 12 y 24 h; mientras
que en el ratén nu/nu (atimico, deficiente en la respuesta inmune celular) fue rara
con una acumulacién de abundantes PMN’s, los autores indican que los PMN's
carecen de actividad en el ratén desnudo (40).

En el granuloma por esporotricosis, los PMN’s y macrdfagos a la ingestion de
blastosporas forman vacuolas, incrementando su tamanio, estos fagocitos que a la
vez son ingeridos por otros macrofagos o PMN's, que después de 3 a 4 meses
muestran viabilidad y ultraestructura celular, son incapaces de destruir al
microorganismo (41). Lo anterior se apoya con los estudios in vitro de PMN’s de
pacientes con esporotricosis, que revelan que estos no destruyen al hongo vy la
fagocitosis disminuye (4). Es importante mencionar que los PMN's de personas
sanas si son capaces de destruir al hongo (4,42).

La temperatura se ha utilizado como paliativo en el tratamiento de la
esporotricosis, por lo que se sugirid que quiza actuaba a nivel de fagocitosis; se
demostré en individuos sanos in vitro, que la fagocitosis de levaduras de S.
schenckii por PMN’s no se observa incrementada al aumentar éste parametro a
40°C, aunque si disminuye significativamente la tasa de germinacion, concluyendo
que las levaduras fagocitadas son mas sensibles a la hipertermia (43).

Los principales componentes de |la pared celular de S. schenckii incluyen el

péptido-polisacarido ramnomanosa (44,45,46); un giucano insoluble, constituido
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por residuos B-1,6-D-glucosa, con ramificaciones unidas a intervalos frecuentes
por enlaces B-1,3-, y un soluble manana (o manano), este polimero de D-manosa
con enlaces o-1,6- y con ramificaciones «-1,2 y «-1,3 (47), entre otros
glicopolisacaridos (45), los cuales también se encuentran presentes en el liquido
extracelular, tanto en la fase micelial como en la fase levaduriforme (48). El
pretratamiento de macroéfagos con azucares simples (manosa, ramnosa vy
galactosa), inhibe la unién y la ingestion de levaduras de S. schenckii, pero no
afecta la de particulas de latex o de eritrocitos de carnero, lo que sugiere que los
macréfagos peritoneales de raton presentan receptores a estos antigenos (45)%:(
que son utilizados para valorar reacciones cutaneas de hipersensibilidad m

reactividad serolégica (44,45,49). D

Los PMN's de individuos sanos in vifro, al ponerse en contacto con @
sobrenadante de cultivo de S. schenckii, el cual contiene componentes
antigénicos, son capaces de liberar los radicales libres: hidroxilo (OH"), el anién
superoxido (O2) y el singlete de oxigeno (O") como una respuesta microbicida
(50). La quimioluminiscencia (QL) es un método utilizado para valorar el singlete
de oxigeno que es liberado ante estimulos antigénicos en el proceso microbicida
oxidante en la fagocitosis, la cual en ratones inmunizados con S. schenckii, al
estimular con la levadura in vitro, presenta una reduccion severa de la intensidad
de QL. Los PMN’s estimulados con un antigeno extrafio mostraron una produccion
mayor de QL que los estimulados con S. schenckii (51).

En la esporotricosis experimental de gerbiles, se eleva la reduccion del colorante

NAT por PMN’s; la tincion reacciona con el anion superdxido; producto del
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metabolismo oxidativo de los fagocitos el cual se reduce a formazan, mostrando
que parte de este metabolismo puede estar dafado; esta elevacion se espera
cuando existe un proceso infeccioso activo (4,5).

En otros procesos de la respuesta inmune inespecifica, se ha reportado que los
PMN’s de pacientes con esporotricosis, mostraron un incremento en la actividad
quimiotéctica a la esporotricina, pero no a otros derivados bacterianos no
especificos. Ademas se ha reportado que el sistema del complemento puede ser
activado por S. schenckii para producir actividad quimiotactica (50). En pacientes
con esporotricosis los niveles del factor C3 del complemento se encuentran

normales (52), aungque en individuos sanos expuestos a S. schenckii la via alterna

del complemento se activa.

INMUNIDAD CELULAR Y HUMORAL.

Se ha destacado la importancia de la inmunidad celular en el mecanismo de
defensa contra las infecciones micdticas (53), observandose que los hongos
pueden inducir una respuesta antigénica especifica, la cual puede ser expresada
tanto en forma positiva por la inmunidad mediada por células o por anticuerpos,
coimo negativamente en un fenémeno supresivo (54).

En el caso especifico de la esporotricosis localizada en humanos, la
hipersensibilidad retardada tipo IV es positiva a los antigenos de S. schenckii
(34,55) y la transformacién blastoide es normal cuando se estimula con
fitohemaglutinina (52); aunque ésta Ultima contra concanavalina A (Con A), en un

modelo murino con la forma sistémica de la enfermedad, se reduce entre la cuarta
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y sexta semana posteriores al desafio, asi como disminuye la hipersensibilidad
retardada in vivo contra S. schenckii (2).

En ratones atimicos (nu/nu) o irradiados, se incrementa la susceptibilidad a la
diseminacion de esporotricosis (39) y el transplante de timo les confiere una mayor
resistencia a la infeccién (56).

En ratones con la inmunidad modificada, el desarrolio de la lesidn cutdnea por
esporotricosis fue lento en irradiados (inmunidad celular y humoral disminuida); en
el raton nu/nu (inmunidad celular deficiente) la lesion fue mas pequeiia; en estos
dos grupos, se observo una gran cantidad de levaduras presentes a nivel tisular y
un menor numero de neutréfilos; y  en ratones tratados con ciclofosfamida la
lesidn fue mayor que en ratones nu/nu, pero al dia 12 fue similar en todos los
grupos (39).

En cobayos con esporotricosis se determinaron las poblaciones celulares de
linfocitos T y B a nivel tisular, donde las células B mostraron un aumento (38%)
con respecto a las células de sangre periférica (25%), a la inversa de las células T
que mostraron una disminucion a nivel tisular (48%) con respecto a la sanguinea
(76%), lo que sugiere un papel importante de la inmunidad humoral (38), aunque
al parecer no es eficiente por que tampoco limita la infeccidn. En este estudio, la
muestra fue pequefa y se requieren mas evidencias, pero sugiere gque los
linfocitos T son importantes en el mecanismo de defensa contra la esporotricosis,
ya que su disminucion en la lesidn localizada, permiten la presencia de la
enfermedad.

En los dltimos afios ha aumentado la prevalencia de las micosis debido al

incremento de pacientes inmunodeprimidos, por causas como SIDA, neoplasias y
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transplantes (57). Estos pacientes son probables candidatos a desarrollar micosis
oportunistas (58). En pacientes con SIDA, los cuales presentan una disminucion
en los niveles de linfocitos CD4+ y anergia a la esporotricina se presenta la
esporotricosis en la forma diseminada (7), a diferencia de las personas sin VIH,
que padecen esporotricosis en forma localizada o linfocutdnea, vy la
hipersensibilidad retardada tanto in vivo como in vitro esta presente (2). Lo
anterior sugiere la importancia de las células T en el mecanismo de defensa del
hospedero contra esta infeccion.

La transferencia de células esplénicas en gerbiles con esporotricosis mostré una
disminucion de la fagocitosis pero la actividad microbicida se elevd, con una
pérdida de la hipersensibilidad retardada al dinitroflucrobenceno (DNFB) y una
elevacion en la formacion de placas de hemdlisis, logrando que la infeccién
sistémica inducida, se limite a localizada (6).

Por otro lado, se han transferido células esplénicas de ratones inmunizados in vivo
con S. schenckii, 1o que permitié adquirir resistencia a la infeccion, a diferencia de
la transferencia de las mismas células pero de ratones no inmunizados (59).

El papel del macréfago como célula efectora de la inmunidad celular, fue
evaluado al activar macréfagos con picibanil (OK-432), observandose una mayor
resistencia a la infeccién por via endovenosa en ratones BALB/c y al contrario, la
inhibicion con carreginina, mostré un dafo en |a resistencia a la enfermedad. El
hongo fue destruido intracelularmente por macrdfagos peritoneales tratados con
picibanil o inmunizados, pero no por [os normales. Lo anterior sugiere que los

macréfagos activados, juegan un papel crucial en la resistencia contra S.

schenckii en el raton (59).
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En la inmunidad humoral, la produccién de anticuerpos en pacientes con
esporotricosis se encuentra en los niveles normales (52).

Se ha probado el papel del suero en la esporotricosis, observandose que este
sobre la levadura, es incapaz de destruir al hongo, pero al combinarse con los
PMN's se observa un 50% de fagocitosis, con un 80% de levaduras muertas (42).
La informacion cientifica existente hasta la fecha remarca que la disminucién de |a
inmunidad celular esta presente en el desarrollo de la lesién, aunque al parecer las
funciones generales de los linfocitos T se mantienen normales y la inmunidad
mediada por células B, aunque aparentemente normal o aumentada en la
esporotricosis no colabora en el proceso de limitacion de la enfermedad, por lo
que se ha sugerido que participan otros factores presentes en la inmunidad
humoral o en el suero que suprimen la respuesta inmune celtular o inespecifica

contra S. schenckil.



PLANTEAMIENTO
DEL
PROBLEMA



15

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La esporotricosis es un padecimiento donde la respuesta inmune tiene una gran
implicacién en la interaccidn hospedero-parasito. En la esporotricosis se ha
evidenciado la participacion de la inmunidad celular, Ia cual en la forma localizada

no es suficiente, porque la enfermedad persiste.

A la fecha se desconoce cual es el factor que influye en la inmunidad para poder
evitar la esporotricosis. La fagocitosis es ineficiente contra S. schenckii; la
inmunidad celular esta presente y es normal, pero al parecer no colabora en la
destruccion del hongo; finalmente la inmunidad mediada por células B esta
aumentada en numero, normal en su produccién de anticuerpos pero no mejora el
proceso infeccioso. Existe evidencia de que los niveles de citocinas presentes en
el suero estén mediados por factores séricos como las mananas, complejos
inmunes o factores solubles supresares que alteran la capacidad de respuesta de

las células T para ofrecer una respuesta inmune eficiente contra S. schenckii

Por lo anterior y en virtud de que actualmente se carecen de estudios que
muestren el papel del suero en la esporotricosis, este estudio tiene como objetivo
dilucidar si el suero de ratones con esporotricosis tiene efecto supresor sobre la

respuesta inmune celular especifica contra S. schencki



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

GENERAL.:
.-{i«' -~

of 7

Determinar el efecto del suero de ratones BALB/c con esporotricosis er(l@ {{-

P—

respuesta inmune celular in vivo e in vitro. {
-

ESPECIFICOS:

1. Valorar la inmunidad celular in vivo contra S. schenckii y contra DNFB en un

modelo murino, expuesto al suero de ratones BALB/c con esporotricosis.

2. Cuantificar la inmunidad celular in vitro en linfocitos murinos expuestos al suero

de ratones BALB/c con esporotricosis * y estimulados con el antigeno de S.

schenckii o Concanavalina A.



HIPOTESIS
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HIPOTESIS

La transferencia in vivo o in vitro de suero de ratones BALB/c con
esporotricosis a un modelo murino, disminuye la inmunidad celular in vivo e in

vitro.



MATERIAL
Y
METODOS
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MATERIAL Y METODOS
PROGRAMA DE TRABAJO
El estudio se dividio en tres etapas:

3 La preparacién y obtencidn del antigeno de S. schenckii
(esporotricina) por el método de Gonzalez-Ochoa (55), el cual se utilizd
posteriormente para valorar la inmunidad celular tanto in vivo como in
vitro.

Il. Obtencién del suero que se utilizé para la transferencia sérica. El
suero se obtuvo tanto de ratones sanos, denominado suero de ratones
sanos (8s); como de ratones inoculados una unica vez con fevaduras vivas
de S. schenckii, denominado suero de ratones infectados (Si); de estos
altimos, el suero se obtuvo alos 30 dias después de la inoculacidn
con la levadura de S. schenckii, tiempo en que se formaron granulos
testiculares que en el cultivo micoldgico son positivos a S. schencki,
confirmando laboratorialmente la presencia de la enfermedad.

M. La transferencia sérica se realizd en dos formas:
a) /n vivo. Cada dia durante © dias, a ratones sanocs y a ratones
inoculados con S. schenckii, se les administrd suero tanto de ratones
sanos como de ratones con esporofricosis. A 1os 15 dias, tiempo suficiente
para desarrollar una respuesta inmune, se valord la respuesta de
hipersensibilidad retardada contra un antigeno inespecifico (DNFB) y con

un antigeno especifico (esporatricina) (fig. 1).
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b) In vitro: Se realizé la transferencia seérica, en el cultivo de linfocitos
obtenidos a partir de ratones sanos o inoculados con S. schenckii,
sustituyendo el suplemento de suero fetal que debe llevar el medio en
el que proliferan las células, por el suero obtenido de los ratones. Dichos
cultivos fueron expuestos al antigeno de S. schenckii (esporotricina) por 48
h valordndose la respuesta inmune celular mediante pruebas de

proliferacién, se utilizé como control una curva de proliferacion con Con A

(fig.2).

VARIABLES UTILIZADAS
INDEPENDIENTE:

» Transferencia sérica.
DEPENDIENTES:
» Inmunidad celular in vivo (pruebas de hipersensibilidad
retardada) |
» Inmunidad celular in  vitro (pruebas de proliferacion

celular)

MATERIAL Y EQUIPO
Cultivo micolégico: Agar dextrosa Sabouraud, infusion cerebro corazdn, agar
cerebro corazoén, solucién salina fisiolégica, portacbjetos, cubreobjetos, tubos de

vidrio, asa de nicromo, estufa de cultivo.
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Esporotricina: 4 cepas diferentes de S. schenckii, caldo dextrosa Saboraud, asa
de nicromo, estufa de cultivo a 25°C, frascos de 1000 ml para cuitivo,
membranas para didlisis, papel filtro Whatman del ndmero 2, membranas
millipore de 0.22 pm, acetato de sodio, azida de sodio, alcohol etilico absoluto,
embudos de vidrio, soporte universal, pera de decantacion, agitador magnético

y centrifuga refrigerada.

Separacién celular, cultivo e inmunizacion: Ficoll-hypaque (8 = 1.083) medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado (RPMIs) con: aminoacidos no esenciales
(0.1%), l-glutamina (0.1%), piruvato de sodio (0.1%), antibiéticos: penicilina 1000
U/ml ug/ml y estreptomicina 0.5 ug/ml, suero fetal de ternera (10%); azul tripano
(0.2%), amortiguador de fosfatos, tubos de vidrio, tubos cdnicos, portaobjetos,
cubreobjetos, pipetas graduadas, pipetas Pasteur, cajas de petri, cdmara de
Newbauer, micropipetas, centrifuga refrigerada, microscopio de luz y microscopio

de epifluorescencia.

inmunidad  celular:
a) Hipersensibilidad retardada: DNFB, acetona, aceite de oliva, formol al 10%,
colorantes para tincién de hematoxilina y eosina, micropipeta graduable, navajas
de rasurar, micrometro Mitutoyo, jeringas, esporotricina, tijeras, bisturi y
microscopio de luz.
b) Proliferacion celular: Medic RPMIs, esporotricina, Con A,  MTT (3-(4,5-

dimethyltiazol-2y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (Sigma M2128); alcahol
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isopropilico acido, micropipetas graduables, estufa de cultivo VWR Scientific

2100 con 5% de CO, a 37°C y espectrofotometro METROLAB 330.

Interleucina 18 (IL-1B).

Equipo de inmunoensayo enzimatico (ELISA) para IL-18 (RD Systems®), equipo

para lavado de microplacas de ELISA y espectrofotémetro marca Berinhg.

UNIVERSO DE TRABAJO.
Se utilizaron 400 ratones BALB/c machos entre 8 y 12 semanas de edad, en las

condiciones establecidas por el Bioterio del Centro de Investigacion Biomédica de

Occidente, IMSS.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS.
PREPARACION DEL ANTIGENO DE S. schenckii.
En la preparacion del antigeno (esporotricina), por el método de Gonzélez Ochoa
(54) que se obtuvo para probar la hipersensibilidad retardada, se utilizaron 4
cepas de S. schenckii, de las cuales, tres de ellas fueron proporcionadas por
el Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (INDRE), las cepas 6039,
6041 y 6042 vy la ultima aislada de una lesién localizada de un paciente de

Jalisco y proporcionada por el Dr. Luis Villa Manzanares del Hospital de
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Especialidades (CMNO). Las cepas de S. schenckii, se cultivaron durante 2 a 3
meses en caldo Sabouraud a 25°C, se obtuvo la formacién de una pelicula
de micelio. Se filtrd, en un principio con papel Whatman estéril vy
posteriormente con membranas millipore de poro 0.22 um. EI sobrenadante se
dializd contra agua destilada estéril a 4°C con agitacion constante durante 24 h y
se concentré por evaporacion. Se precipitd 4 o 5 veces con acetato de sodio
y alcohol etilico absoluto y el precipitado (esporotricina) fue lavado por
centrifugacion (fig. 3). Por el método de Antrona, se cuantificd la concentracion dg
carbohidratos presentes en la esporotricina, y se ajusto a 1 mg/ml para su uso @
la pruebas de hipersensibilidad retardada y proliferacion celular (60). D

()

Una vez preparada una cantidad suficiente de esporotricina (20 ml), se

valoré la especificidad de ésta, inmunizando subcutaneamente a un conejo con
levaduras de S. schenckii con adyuvante completo de Freund's, una vez por
semana durante cuatro semanas; en la quinta semana se obtuvo sangre por
puncién cardiaca, se separé el sueroy se utilizd como antisuero (anticuerpos
policlonales) para hacer pruebas de doble inmunodifusién contra la
esporotricina, observando lineas de identidad entre la esporotricina preparada y el

antisuero de conejo (fotografia 3) (61).

OBTENCION DE LEVADURA DE S. schenckii.
La levadura de S. schencki se obtuvo por resiembra en caldo cerebro

corazon a 37°C por 24 h, posteriormente se filtré en papel Whatman No. 2 y
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se lavé con solucidn salina fisiolégica estéril y contd en camara de Newbauer,

ajustandose al volumen requerido para la inoculacion de ratones.

INOCULACION DE S. schenckii A RATONES.
Se inocularon grupos de ratones con 1x10° levaduras via intraperitoneal (ip) y a
los 30 dias se consideraron ratones infectados con esporotricosis para utilizarse

tanto para medir la inmunidad celular in vivo € in vitro, como para obtener el Si.

OBTENCION DEL SUERO.

De ratones sanos como de ratones inoculados con S. schenckii, se obtuvo sangre
por puncidn cardiaca, previa anestesia con éter etilico, posteriormente se
separo el suero por centrifugacion a 2,000 rpm durante 10 minutos, se filtro con
membranas de poro 0.22 pm de didmetro, se hicieron alicuotas del suero de 2 mly

se almaceno a -20°C, para su uso posterior en las pruebas tanto in vivo como in

vitro.

TRANSFERENCIA SERICA.

Parg valorar la inmunidad celular iir vivo, el Ss y el Si obtenido se transfirié a
grupos de ratones sanos e inoculados con S. schenckii, lo anterior se llevd a
cabo administrandoles ip 0.5 ml de suero de ratén sano o 0.5 ml de suero de
raton con esporotricosis diariamente durante 6 dias. Se incluyd un  grupo

control de ratones sin transferencia sérica (fig. 4).
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INMUNIDAD CELULAR in vivo.

Se determind la respuesta celular in vivo de hipersensibilidad retardada al DNFB
como antigeno diferente de S. schenckii y a un antigeno especifico del mismo
(esporotricina), tanto en ratones BALB/c sanos como inoculados con S.
schenckii y transferidos o no con el suero obtenido de los ratones sanos y con

esporotricosis (fig.1).

> Valoracién de la inmunidad celular in vivo al DNFB.
Para medir |a hipersensibilidad retardada a DNFB (62) a cada ratdn de los grupos
antes mencionados, se rasurd un area de 2 X 2 ¢cm de la piel del abdomen, para
inducir la primera sensibilizacién al aplicar 20 pl de solucién 0.5% (p/v) de DNFB
en una mezcla de acetona y aceite de oliva en una proporcién 4.1 el dia cero.
Después de 24 h (dia 1) se repitié la aplicacion (segunda dosis sensibilizadora).
Al 5to. dia, a partir de la segunda dosis (el séptimo dia global), se midi6 el
grosor del pabellon auricular (basal) con un micrémetro de precision (Mitutoyo) y
se aplicé en ese sitio 10 il de DNFB al 0.2% (p/v) en el solvente antes
mencionado (dosis reveladora). Se midio el grosor del pabellon auricular a las 48 h
(noveno dia), y se tomaron cortes de tejido del pabellon auricular sensibilizado
que se fijaron en formol al 10% y se procesaron para estudio histolégicos con
hematoxilina y eosina (fig. 5), para valorar la reaccion inflamatoria que se clasifico

en grados de menor a mayor a través de 5 cruces.
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» Valoracién de la inmunidad celular in vivo a la esporotricina.

Para medir |la hipersensibilidad retardada a la esporotricina a cada grupo
antes mencionado, el séptimo dia se retd con esporotricina subcutaneamente
en el cojihete plantar posterior izquierdo y el grosor fue medido con un
micrémetro de precision (Mitutoyo) a las 48 h (dia ©). Posteriormente, por
dislocacion cervical se sacrificaron los animales seccionando el cojinete plantar
(83), elcualsefijo en formol al 10% para su estudio histoldgico con {a tincion

de hematoxilina y eosina (fig. 6).

El porciento de supresién se midid con la siguiente formula (64):.

% Supresidén = ( Incremento del grosor dei pabellén auricular X 100)
Incremento del grosor del pabellon auricular del ratdn control.

INMUNIDAD CELULAR in vitro.,
Obtencidn de linfocitos esplénicos: Los ratones sanos e inoculados con S.
schenckii, fueron sacrificados por dislocacion cervical. En condiciones estériles se
obtuvo el bazo que se homogeneizd con un amortiguador de fosfatos para luego
separar los linfocitos  por gradientes de densidad con Ficoll-hypaque (5 = 1.083)
estéril (fig. 7) (65).
» Prueba de viabilidad. La viabilidad celular de los linfocitos obtenidos fue
mayor al 95% y se determind por microscopia optica utiiizando la tincion de

exclusién con azul tripano al 0.2% (66).
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> Prueba de proliferacion celular. |L.os linfocitos obtenidos se
contaron en camara de Neubauer, se ajustd la concentracion a 4x10°
células y colocandolas en tubos de vidrio con un volumen final de 0.5 ml de
RPMIs; su proliferacion se estimulo al exponerlos a:
1. Antigeno de S. schenckii (esporotricina) 10 ug/mi (E10) y 50 pg/ml
(E50).
2. Con A (25 y 5 pg/ml), como antigeno distinto a S. schenckii y para
establecer un control de proliferacion.
Estos grupos a su vez se estimularon con:
a) Suero al 10% obtenido de ratones sanos.
b) Suero al 10% obtenido de ratones inoculados con S. schenckii.

c) Sin suero.

Los linfocitos se cultivaron durante por 48 h en una incubadora a 37°C con una
atmosfera humeda al 5% de CO, Posteriormente, se aplicé la técnica
espectrofotométrica modificada de Mossman (67,68,69) para valorar la
proliferacion celular, que consistié en colocar scbre los tubos de cultivo 50 pi de
MTT (el cual fue disuelto en un buffer de fosfatos 5 mg/ml), se incubo en
condiciones de cultivo durante 4 h, por centrifugacion se obtuvo el botdn celular y
se bloqueo la reaccion con alcohol isopropilico acido, valorando la proliferacion

celular espectrofotdmetricamente a 570 nm (fig.8 y fotografia 4).
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ELISA PARA IL.-1p

En una microplaca de 96 pozos de fondo plano con el antigeno de IL-18 fijado se
depositaron 50 ul de diluyente de ta muestra con 50 pl de la muestra o los
controles negativos (2} y positivos (3), se incubé a temperatura ambiente, en la
obscuridad por 120 minutos, posteriormente se lavaron tres veces con un
amortiguador de fosfatos para eliminar el material no fijado. Paso siguiente, se
agrego 100 pl del conjugado de IL-1p de ratdn (anticuerpo contra IL-1§ con la
enzima peroxidasa de rabano) , se tapd e incubd nuevamente a temperatura
ambiente en la obscuridad por 120 minutos, posteriormente se lava con el
amortiguador de fosfatos y se deposita un volumen de 100 ul del substrato
(cromogeno tetrametil benzidina y estabilizador peroxido de hidrogeno 1:1)
preparado 5 minutos antes de la reaccidn, incubandose por 30 minutos a
temperatura ambiente en la obscuridad. Finalmente se detiene la reaccion con 100
ul de acido clorhidrico 1N. Se determind la densidad éptica en el
espectrofotdmetro a 570 nm. Se grafico una curva de concentracidon y se

determinaron las concentraciones de cada muestra en pg.

Los experimentos in vifro se realizaron por friplicado en dos experimentos
independientes con 5 ratones para cada grupo y para cada experimento.
Los experimentos in vivo se realizaron por triplicado en experimentos

independientes con 5 ratones para cada grupo y para cada experimento.
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GRUPQO EXPERIMENTAL
1. Ratones sanos con suerc infectado, para demostrar que este tiene la

capacidad de disminuir la inmunidad celular tanto in vivo como in vitro.

GRUPOS CONTROL

1. Ratones sanos con Ss, para mostrar el efecto sobre la inmunidad celutar del
suero sobre las células sanas.

2. Ratones Infectados con Sa, para observar la competencia de la inmunidad
celular en animales infectados.

3. Ratones Infectados con Si, con la finalidad de comparar con el grupo 2 de
ratones infectados con Ss, y demostrar si el Si disminuye la respuesta inmune

celular en comparacion con los grupos donde se utilizé Ss.

ANALISIS ESTADISTICO:
La técnica utilizada para comparar fue t de student (70), considerando un 85% de

confianza. Los resultados se graficaron con la media + error estandar.

POBLACION DE RATONES UTILIZADA:

Obtencién de suero: De cada ratdn se obtuvieron 0.5 ml de suero, se requirieron
entre 100 y 125 ml totales. Se ocuparon 250 ratones.

Ratones para proliferacion celular (5 ratones por 5 grupos) =25. Por triplicado =75.
Ratones para prueba de hipersensibilidad retardada: (5 ratones por 5 grupos) =

25. Por triplicado = 75.
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RESULTADOS

I. PRUEBAS in vivo.

A) HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA AL DINITROFLUOROBENCENO

La respuesta de hipersensibilidad retardada al DNFB en ratones con
esporotricosis transferidos con Ss se observd ligeramente diminuida en un 6%,
equivalente a 0.155 pum, con respecto a los ratones sanos transferidos con Ss que

tuvieron un grosor de 0.165 um (fig. 9, cuadro 1).

La valoracion de los ratones con esporotricosis transferidos con Si (0.155 (m) no
mostré una diferencia significativa con respecto al grupo de ratones sanos

transferidos con Si (0.159 pum} (fig. 9).

B) HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A LA ESPOROTRICINA.

Una vez preparada la esporotricina por el método de Gonzalez-Ochoa, (55) se
probd su especificidad por el método de doble inmunodifusién (61), mostrando una
linea de identidad entre el suero de conejo inmunizado con S. schenckii y la

esporoftricina preparada.

La esporofricina se diluyd a diversas concentraciones y se aplicd a ratones con

esporotricosis, obteniendo la mejor respuesta de hipersensibilidad a la



30

concentracion de 1 mg/ratén, que fue la utilizada para las pruebas in vivo de

hipersensibilidad retardada tipo IV (62).

Los resultados muestran un aumento en la hipersensibilidad retardada a la
esporotricina en ratones con esporotricosis (0.105 um), misma que se incrementa

significativamente (p<0.05) al transferir g los ratones con Si (0.115 pm) (fig. 10).

El Si en los ratones sanos, disminuye de manera significativa la hipersensibilidad
retardada a la esporotricina (p<0.001), al compararic con el grupo con
esporotricosis y Si (fig. 10). Lo anterior, indujo una supresion del grupo control

sano con Si que fue del 16% con respecto a los de esporotricosis con Si (Cuadro

2).

El porcentaje de supresién mostrado en los ratones sanos con Siy Ss, fue de 7 vy
3% respectivamente (cuadro 2); mostrando una diferencia significativa contra el

raton control sin suero (0.159 um) (fig. 10).

En ia figura 10 se muestran los resultados de |a hipersensibilidad entre los grupos
de ratones con esporotricosis y Si (0.115 um), contra los grupos que disminuyeron
con esporotricosis sin suero (0.105) y con esporotricosis con Ss (0.104 pum), la

cual muestra una diferencia estadisticamente significativa de p<0.05 (fig. 10).
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Il. PRUEBAS in vitro.

A) Porcentaje de Proliferacion a Concanavalina A en ratones sanos.
La respuesta proliferativa de los linfocitos esplénicos murinos expuestos a Con A
25 ug (313%) v 5 pg (328%), mostré un incremento significativo al ser
estimulados tanto con Ss (434% y 442% respectivamente), como con Si (484% y

449% respectivamente) (p<0.05) (fig. 11).

La administracion de Si no mostrd disminucién del porcentaje de proliferacién en

ninguno de los casos con Con A (fig. 11).

Cabe hacer notar, que las células control con Si, sin ningun otro estimuio,
mostraron un aumento significativo {p<0.001) en el porcentaje de proliferacion

(437%), al compararse con las células controf sin Si (fig. 11).

B. Porcentaje de Proliferacion a la Concanavalina A en ratones con
esporotricosis.

El porcentaje de proliferacion en los linfocitos esplénicos de ratones con
esporotricosis y estimulados con Con A fue de 311% y 327% cuando se utilizaron
las concentraciones de 2.5 ug y 5 pg respectivamente, este aumenté
significativamente (p< 0.001) al agregar Ss (467% y 475% respectivamente) y Si

(536% y 584% respectivamente) (fig. 12).
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Al comparar la proliferacion de linfocitos sin Con A pero con Ss (591%) y Si
(606%), se observd una disminucion (p<0.001) cuando se agrego Con A, tanto a

la concentracion de 2.5 g como de 5 g (fig. 12).

C. Porcentaje de Proliferacién a la Esporotricina en ratones sanos.
Al estimular las células de ratones sanos con la esporotricina a concentraciones
de E10 (10 ug) y ES0 (50 ug), el porcentaje de proliferacion tuvo un aumento
significativo a 614% y 661% respectivamente, con respecto a los grupos control

sano sin suero (100%), con Ss (352%) o con Si (437%) (p<0.001) (fig. 13).

Las ceélulas sanas con Si (437%) mostraron un aumento estadisticamente

significativo en el porcentaje de proliferacion (p<0.001) con respecto al grupo con

Ss (352%) (fig. 13).

No existe diferencia significativa en los porcentajes de proliferacion entre los
grupos con suero: SsE10 ( 686%), SsES0 ( 716%), SIE10 (733%) y SIiE5S0 (750%)
(fig. 13).

D. Porcentaje de Proliferacion a la Esporotricina en ratones con

esporotricosis.

En los resultados se observa una disminucién significativa (p<0.001) en todos los
grupos de linfocitos de ratones con esporotricosis estimulados con esporotricina

tanto E10 (713%) como ES50 (688%), al comparar contra el resto de los grupos
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gue se adiciono Ss o Si, con una proliferacién de: 581% con Ss , 625% Ss+E10,

524% Ss+E50, 606% Si, 580% Si+E10y 385% SIi+ESO0 (fig. 14).

OTROS ESTUDIOS ADICIONALES:

La cuantificacion de IL-13 en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos de

ratones con esporotricosis, estimulados con esporotricina y transferidos

unicamente con Si, mostraron un nivel de [L-18 mayor a 400 pg/ml (fig. 15).
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Fotografia 1

Esporotricosis linfangitica Arenas R.:Micologia Médica llustradaEd. Mc Graw Hill
México 1993:177. '

& L i

Esporotricosis facial con diseminacion superficial. Arenas R.:Micologia Médica
llustrada Ed. Mc Graw Hill México 1993:179.



Fotografia 3

. Doble Inmuno Difusién Esporotricina (E10 y E50) vs suero de congjo {Sc)

Proliferacion celular con la técnica espectrofotométrica de Mossman
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Fig. 1

INMUNIDAD CELULAR in vivo

RATONES
I
I 1
SANCS CON ESPOROTRICOSIS
I I I I
SINSUERD SUERO SUERODE SN SUERO SUERD SUERODE

DE RATON SAHO RATONG/ESPORO DE RATON SANO RATON (ZESPORO
REIO RETO RETO RETO RETO RETO RETO RETO RETO RETO RETO RETO
ONFB | |ESPOROT.| | ONFB { JESPOROT. ESPOROT. DNFB | |ESPOROT.| | DNFB | | ESPORQT.

6 6 B B B B B B B

g



Fig. 2
INMUNIDAD CELULAR in vitro
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Fig. 3
PREPARACION DE I?A ESPOROTRICINA
(METODO GONZALEZ -OCHOA)
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Fig. 5
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA AL DNFB
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Fig. 6

HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
A LA ESPOROTRICINA
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Fig. 7
SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES
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Fig. 8

PROLIFERACION CELULAR ESTIMULADA CON
ESPOROTRICINA O CON CONCANAVALINA A
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Fig. 10
HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A LA ESPOROTRICINA

EN RATONES TRANSFERIDOS CON Ss o Si.
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Fig. 11

5 PROLIFERACION DE LINFOCITOS MURINOS
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Fig. 12
PROLIFERACION DE LINFOCITOS MURINOS CON
ESPOROTRICOSIS
EXPUESTOS A CONCANAVALINA A Y A Ss O Si
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Fig. 13
PROLIFERACION DE LINFOCITOS MURINOS
EXPUESTOS A ESPOROTRICINA Y A Ss O Si
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Fig. 14
PROLIFERACION DE LINFOCITOS MURINOS CON
ESPOROTRICOSIS
EXPUESTOS A ESPOROTRICINA Y A Ss O Si
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Fig. 15
IL-1B DE CULTIVO DE ESPLENOCITOS DE RATONES CON
ESPOROTRICOSIS
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CUADRO 1
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SUPRESION E INFILTRADO INFLAMATORIO
EN LA VALORACION DE LA HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA AL
DINITROFLUOROBENCENO EN RATONES BALB/c CON ESPOROTRICQOSIS
TRANSFERIDOS CON SUERQ DE RATONES CONTROL (Ss) Y CON

ESPOROTRICOSIS (Si).

GRUPOS % SUPRESION INFILTRADO
Control No supresién +++
Control Ss No supresion +++
Control Si 2% +++

Esporotricosis

No supresion

4+

Esporotricosis Ss

5%

+++

Esporotricosis Si

No supresion

+++

CUADRO 2

SUPRESION E INFILTRADO INFLAMATORIO
EN LA VALORACION DE LA HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA A LA
ESPOROTRICINA EN RATONES BALB/c CON ESPOROTRICOSIS
TRANSFERIDOS CON SUERO DE RATONES CONTROL (Ss) Y CON

ESPOROTRICOSIS (Si).

GRUPOS % SUPRESION INFILTRADO
Control No supresion +++
Control Ss 3% +++
Control Si 7% ++ B

Esporotricosis

No supresion

+++

Esporotricosis Ss

No supresion

+++

Esporotricosis Si

No supresion

+4++
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DISCUSION

Los estudios sobre la respuesta inmune inespecifica como la fagocitosis, no
han permitido establecer cual es el mecanismo por el cual la respuesta inmune no

es eficiente contra la esporofricosis y por lo tanto favorece la enfermedad (37).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios se han enfocado en el
mecanismo intrinseco de |a fagocitosis, donde las células que han mostrado cierto

efecto microbicida contra S. schenckii, son los PMN'’s (42).

A la luz de la inmunologia actual, los PMN’s no son las Unicas células
eficientes contra l0s hongos, entre las mas importantes se destaca el macréfago,
que a pesar de estar presente en el tejido infectado, al parecer es ineficaz contra
S. schenckii y requiere de ciertos estimulos para ser activado y a su vez estimular
a otras células de la respuesta inmune como los linfocitos T, estos Gltimos pueden
colaborar a establecer una respuesta inmune celular especifica eficiente (57). Los
estudios del mecanismo de patogénesis de la esporotricosis, en general se han
centrado en el proceso fagocitico y han dejado a un lado al resto de las células
que participan en la respuesta inmune especifica, a pesar de que la inmunidad
celular esta presente en los estudios de transformaciéon blastoide con
fitohemaglutinina y la enfermedad persiste (52), indicando una incapacidad de esta

inmunidad para limitar la infeccion.
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Por otro lado, en otros modelos de micosis con Candida albicans, se ha
reportado la presencia de factores con funcidn supresora de la respuesta inmune

como las mananas (71,72,73).

Es posible que la relacion del macréfago vy linfocito T para inducir una
respuesta inmune celular eficiente contra S. schenckii, sea inhibida por factores
supresores presentes. Esta investigacion se centra en demostrar que el suero
proveniente de ratones con esporotricosis tiene efecto supresor de la inmunidad
celular, tratando de sostener que la relacién de la inmunidad humoral y celular son

necesarias para obtener un efecto antimicético.

El estudio comprendié dos fases: in vivo e in vitro, utilizando en los dos
casos antigenos de S. schenckii (esporotricina) y antigenos distintos a este (DNFB
y Con A), estos dos Ultimos, con el objetivo de determinar si existe supresion

selectiva hacia S. schenckii

Los resultados de la fase in vivo en la respuesta de hipersensibilidad
retardada al DNFB, mostrd que lo observado tanto en ratones sanos como con
esporotricosis transferidos con Ss 0 Si, no mostraron una alteracion ¢ inhibicién
significativa (fig. 9); pero al utilizar la esporotricina, se observé una disminucién
ligera (supresion del 16%), pero significativa (p<0.05) en el grupo de ratones
sanos con Si con respecto a los ratones con esporotricosis. Es posible que esta
disminucién sea una falta de respuesta debida a una ausencia de

primoinfeccién a S. schenckii, la cual si esta presente en los ratones con



54

esporotricosis que tenian 30 dias expuestos in vivo a S. schenckii y presentaron

un aumento significativo (p<0.05) en el grosor del cojinete plantar (62) (fig. 10).

Es de considerar que al comparar el mismo grupo de ratones sanos con Si,
contra el control sin suero, el primero muestra una supresion de solo el 7% (fig.

10).

Para estimular la respuesta inmune celular proliferativa contra un antigeno

distinto a S. schenckii se utilizo el mitégeno Con A.

Rt

Es evidente que el grupo de células de ratones sanos con Ss y Si aumento !
-
la respuesta inmune celular in vitro casi de la misma forma (fig. 11), esto es‘z-)
posible ya que tanto el Ss como el Si contienen factores que pueden favorecer la

proliferacion celular.

La respuesta celular tanto in vivo como in vitro a un estimulo distinto a S.
schenckii, no mostré una correlacién debido a que son antigenos diferentes. En el
primer caso el DNFB es un antigeno quimico con un alto potencial de inducir
respuesta inmune celular, donde no se observa un efecto del suero, ademas de
inducirse dos sensibilizaciones previas; en el caso de los estudios in vitro, se
utilizé Con A, mitdgeno para el cual S. schenckii presenta receptores. Por lo
tanto, en los grupos con esporotricosis estimulados con Ss o Si, se observo un

efecto disminuido al agregar a éstos Con A (fig. 12).
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El grupo de linfocitos de ratones con esporotricosis estimulados con Con A,
tanto con 2.5 ug como con 5.0 ug, mostré un aumento en la proliferacion celular, al
incluir suero de ratones sanos o con esporotricosis (fig. 12). El aumento de la
respuesta inmune en los grupos con Con A y Ss o Si, fue ligeramente mayor en
los grupos con esporotricosis. Se ha demostrado que S. schenckii presenta
receptores a Con A (49), siendo posible que quiza en este estudio, se une la Con
A alos receptores de membrana de S. schenckii, utilizandose solo aquella que no

se une por lo que vemos un efecto parcial.

Este modelo no evidencid actividad supresora de ia proliferacion contra un

antigeno distinto como Con A.

Es evidente la respuesta proliferativa de los ratones con esporofricosis,
tanto con suero de ratones sanos (Ss) como de ratones infectados (Si), ya que a
pesar de no tener Con A tuvieron un incremento significative, debido
probablemente a la presencia de antigenos de S. schenckii presentes en las

células infectadas, tales como mananas o ramnosa (44,45,46) (fig. 12).

Lo anterior se correlaciona con lo ya reportado en otros estudios en el
sentido de gque los infectados con esporotricosis muestran una respuesta inmune
celular normal, a pesar de no poder eliminar la infeccion, pero al comparar los
grupos sin Con A contra {os grupos con Con A (tanto 2.5 ug como 5 pg), estos

dos ultimos mostraron una disminucion significativa.
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Probablemente debido a que S. schenckii presenta receptores para Con A,
los cuales quiza, son liberados al medio y biloqueados por un posible efecto

sinérgico entre la Con Ay el suero (fig. 12).

Si bien la respuesta proliferativa disminuyo con Ss y E10 o E50, no mostrd
diferencia significativa en los grupos control de ratones con esporotricosis (CTLP)

pero sin estimulo con E10 o ES0 (fig. 14).

El efecto esperado en este estudio era la supresidon de la respuesta inmune
con Si ante un estimulo antigenico de S. schenckii (esporotricina), este no se
observé en el ratdn sano (fig.13), pero si en el grupo de células de ratones
infectados que presentan una disminucion de la proliferacién con Si (fig. 14). Lo
anterior sugiere que probablemente existen factores suprescres de la respuesta
inmune celular presentes en el suero de ratones con esporotricosis, que quizas
estimulados por la presencia de antigenos de la superficie de S. schenckii, como
manosa, ramnosa y galactosa, los cuales posiblemente ocasionan una

disminucion en la respuesta proliferativa.

La IL-1B es la segunda serial emitida por los macréfagos para estimular la
respuesta proliferativa, si bien el sobrenadante de cultivo de linfocitos de ratones
con esporotricosis estimulados con Si, mostrd una elevacion en la concentracion
de IL-1pB, este incremento se inhibié al agregar antigeno de S. schenckii (E10 y

E100) (fig. 15). Esto se correlaciona con el efecto observado en la respuesta
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proliferativa in vitro (fig. 14), donde con la presencia de los mismos factores Si y

E10 o E50, disminuyen la respuesta.

Al parecer la presencia del antigeno de esporotricosis inhibe |la respuesta
inmune, sobre esto se han sugerido diversos mecanismos para explicarlo, entre
ellos se destaca la inhibicion de interieucinas, interferon vy y factor de necrosis
tumoral, quizd debido a la presencia de factores supresores inducidos

probablemente por el hongo.

Estos factores supresores probablemente presentes en la esporatricosis,

pudieran ser:

1. Mananas. En algunos hongos dimé;*ficos, las mananas (cadena de
manosas) han mostrado actividad inhibitoria de la fagocitosis (71,72,73,74). En
el caso de S. schenckii, las mananas, ramnosa y galactosa son los principales
constituyentes de la superficie antigénica de la pared celular (44,45). Es
posible que las mananas puedan tener también un efecto inhibitorio de la
fagocitosis de S. schenckii. Si el suero de pacientes con esporotricosis,
tuviera presente estos azlcares simples liberados por S. schenckii, sugeriria
una posible supresién sobre la respuesta inmune celular, datos no

demostrados hasta la fecha.
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2. Proteasas. S. schenckii produce dos proteasas, la |, que es una serina
proteasa que se inhiben por quimiostating; la segunda es proteasa Il que se
inhibe por la pepstatina. La adiciéon de pepstatina y de quimiostatina juntas al
medio de cultivo de S. schenckii, inhibe su crecimiento celular, y quiza estas
mismas proteasas tienen un efecto adverso contra la respuesta inmune celular

al permitir o favorecer el crecimiento de la levadura (75).

3. Factores solubles supresores. Es posible que existan otros factores supresores
presentes en el suero, como complejos inmunes o ei factor soluble supresor
de la respuesta inmune (SIRS), aun no estudiado en la esporotricosis, y el
cual se puede convertir a un factor supresor de macrdfagos (MgSF), que
suprime la respuesta de anticuerpos y la sintesis de ADN en celulas T y B;
sugerimos este factor, debido a que puede ser blogqueado a través de Kl
(76,77,78,79,80) que es el tratamiento de eleccidon en la esporotricosis

localizada.

Sobre el SIRS, se ha descrito es el producto de linfocitos T activados con Con
A, y esta a su vez puede opsonizar al antigeno de [a pared celular de S.
schenckii, el peptido ramnomanosa (44,45). Lo anterior nos permite sugerir

que quizd estos SIRS tengan un papel negativo en la eficiencia para

destruir a S. schenckii.
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CONCLUSIONES.

1. La transferencia de suero de ratones con esporotricosis adicionado con
esporotricina, inhibe la respuesta inmune celular especifica in vitro contra S.
schenckii, en ratones con esporotricosis, al compararse con los grupos con

esporotricina .

2. En el modelo murino de esporotricosis, la transferencia sérica de ratones
adicionada con esporotricina, no modificé in vivo e in vitro la proliferacion
celular estimulada con Con A, ni la hipersensibilidad retardada contra DNFB,

en ratones sanos 0 con esporotricosis.

”“”"'QA
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SUGERENCIAS DEL ESTUDIO

1. Identificar cual es el mecanismo supresor del suero de ratones infectados a

través de 2 lineas:

a) Fraccionar el suero de ratones con esporotricosis, por cromatografia
e identificar los fragmentos supresores de la inmunidad celular.

b) Evidenciar el papel del suero de ratones con esporotricosis en la
respuesta inmune humoral.

c) Evidenciar el papel del suero de ratones con esporotricosis en Ia

produccion de las principales citocinas.

2. Identificar la presencia de antigenos de S. schenckii en el suero de sujetos

con esporotricosis.
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ADN = Acido desoxirribonucleico
°C = grados centigrados
Con A = Concanavalina A

Con A 2.5= Concanavalina A a concentracién de 2.5 ug/mi
Con A 5.0= Concanavalina A a concentracion de 5.0 pg/mi
CTL = control

DNFB = Dinitroftuorobenceno

DTH = Hipersensibilidad retardada

E = gsporotricina

E10 = gsporotricina 10 pI

E50 = esporofricina 50 yl

ESPORO = esporotricosis

g = gramo

h = hora

IL-1p3 = Interleucina 1p

ip = intraperitoneal

Ki = yoduro de potasio

pm = micrémetro

ml = mililitro

MPO = mieloperoxidasa

MqSF = factor supresor de macréfagos
NAT = nitroazul de tetrazolio

nm = nanémetro

Pg = picogramos

plv = peso-volumen

PMN's = polimorfonucleares

% = porcentaje

QL = quimicluminiscencia

rpm = revoluciones por minuto
RPMIs = RPMI-1640 suplementado

Si = suero de ratones con esporotricosis
SIRS = factor soluble supresor de ia respuesta inmune
spp = especie

Ss suero de ratones sanos

SIDA
VIH

sindrome de inmunodeficiencia adquirida
virus de la inmunodeficiencia humana
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