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INTRODUCC ION.
La esporotricosis es una infeccidn cronica cauvsada
por 8. schenckii (1,2). Probablemente es la micosis pro-

funda mds diseminada en el mundo (3).En México existen zo-—
nas endémicas en los estados de Jalisco y Michoacen(4)

La enfermedad se caracteriza por diversas manifestaciones
clinicas que van desde la forma cutdnea fija hasta la lin-
fatica diseminada (5,6). Se presenta en forma cronica y en
ocasiones cura espontoneamente (7,8). Este comportamiento
sugiere que los mecanismos de proteccidén del huédsped jue-
gan un papel importante en la patogénesis de la micosis

Entre estos mecanismos de defensa se encuentran la inmuni-

dad celular, la inmunidad humoral y la fagocitosis.

Diversos animales de experimentacidén son sensibles a la
esporotricosis, entre ellos el gérbil de mongolia, en el
cual la esporotricosis se manifiesta en forma localizada y
diseminada (%,10). Este modelo experimental permite estu-—
diar ampliamente el estado de los mecanismos de defensa
durante el padecimiento y el comportamiento de las células
efectoras de la respuesta inmune. El presente trabajo
tuvo como propdésito estudiar la participacidn de linfoci

tos esplénicos de gérbiles con esporotricosis, sobre la
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modificacidn de la respuesta inmune de gérbiles sanos a
los que se les transfirieron dichas «cdlulas. LLa acciaén
inmunomoduladora de las cédlulas transferidas, fue valorada
en los gérbiles inmunotransferidos por las reacciones de
hipersensibilidad retardada a dinitrofluorobenceno y célu-
las formadoras de placas de hemdlisis. Ademds se les valo-
ré la actividad fagocitica de los leucocitos polimorfonu-—

cleares (PMN) y de los macrdéfagos peritoneales (MP).



ANTECEDENTES.

La esporotricosis es una infeccidén crénica causada por

Sporothrix schenckii (1,2). S5e caracteriza por lesiones no

dulares del teyido cutdneo, subcutdneo y linfdtico adya—
cente. Secundariamente pueden afectarse otros érganos (5,
6,10-13). La enfermedad se presenta en todo el mundo, prin

cipalmente en zonas tropicales (14).

El hongo existe distribuido ampliamente en la naturaleza,
se ha aislado de suelos, maderas y plantas. Los vectores
principales de transmisién son las espinas, la paja y en
general todos aquellos objyetos contaminados con tierra.
Ocasionalmente la enfermedad se transmite a través de
mordeduras de animales o picaduras de insectos (14,15). EI

padecimiento se considera de tipo ocupacional (8, 14, 17).

La esporotricosis clinicamente se manifiesta en varias for

mas: linfocutdnea, cutdnea fija, diseminada y pulmonar.

L.a esporotricosis linfocutdenea es la forma mds comin, en
dsta 21 hongo penetra por la piel. La primera lesidn apa-
rece entre siete y <treinta dias. El primer signo es la

aparicidn de un nddulo indoloro movil, eldstico, esfériro



y duro. Mes tarde se fija en la piel y toma un coleor ro-
sado, despuds purpireo y finalmente se necrosa tomando un

coleor negro. Puede persistir durante meses. & los pocos
dias o semanas aparecen nédulos subcutdneos wmdltiples, a
lo largo del trayecto de los vasos linfdticos que drenan
la regidn. Con frecuencia la lesidén primaria cura, pero
las lesiones gomosas secundarias no tratadas, persisten

durante meses o afins (17).

El diagnéstico <clinico en ocasiones es dificil, pero no
el micoldgico. El método de diagnédstico mds eficaz y sen-
cillo es el de cultivo, ya que el hongo crece focilmente
en agar Sabouraud entre 5 y 7 dias. Tiene un ciclo dimér—
fico, crece como levadura (pardsito) a 370C u con forma

filamentosa (vida libre) a 25%0C (3).

Uno de los tratamientos mds efectivos contra la esporotri-
cosis es a base de ioduro de potasio. HSe desconoce con pre
cisidén cudl es el mecanismo de accidn de esta sustancia a
pesar de que se ha usado desde hace muchos aros. E] icduro
de potasio sslo Liene efecto cuando se administra en forma
oral o parventeral (10). En medio de cultivo adicionado de
una concentracién de ioduro de potasio mayor del 10% 8,

schenckii crece in vitre (19). Por otra parte se sabe que



la esporotricesis es la Unica micosis que cura con el iody
To de potasio. Stone ha propuesto que lus ioduros ejercen
su efecto terapédutico sobre la esporotricosis por estimulo
de la inflamacidén y ayuda asi a la eliminacioén del hongo
(20). Recientemente se ha informado que el ioduro de pnta-
sip alfecta, in vitro, la estructura de la pared celular

del hongo (1%).

En la esporotricosis se desconocen wmuchos aspectos de
la interacciaen hudsped-pardasito, la cuval resulta fundamen-
tal para conocer ol mecanismo patogénico de la enfermedad
(21}). La variabilidad en la expresidn clinica, que incluye
la curacién espontbtdnea, implica que en la palogenia de 1la
enfermedad deben estar involucrados los mecanismos de de-
fensa del hudsped. Entre estos se encuentran la inmunidad

celular, la inmunidad humoral y la fagocitosis (17).

Con respecto a la inmunidad celular aparentemente nuv pre-
senta alteracidn en los pacientes con esporotricosis (22).
En cuanto a la inmunidad humoral se ha informado que exis-
ten anticuerpos circulantes de tipo aglulininas y precipi-
tinas durante la enfermedad acbtiva, pero se desconoce su

papel en la resistencia a la enfermedad (23,24).

La fagocitosis también es un mecanismo de proteccion impor



tante en la relacian hudsped—pardsito. Las cdlulas efecto-
ras de esta actividad son los macrdfagos y los PMN (25-27)
l.os fagocitos se consideran la primera linea de defensa de
los animales y participan de forma muy activa en la in-—
gestion y muerte de los microorganismos invasores, por me-—
dio de sus mecanismos microbicidas dependientes e indepen-

dientes de oxigeno (28-31).

Entre los mecanismos microbicidas de 1los PMN, Klebanoff
ha descrito un sistema microbicida formado por el complejo
mieloperoxidasa—perdxido de hidrdgeno—-haldgeno (MPO-H202-X).
El mecanismo de accioén de dicho comple jo es a travds de la
formacidén de aldehidos téxicos, radicales hipocloritos y
la halogenacidn de proteinas bacterianas (22). Entre los
halédgenos que pueden vtilizar los PMN se encuentran el
iodo y el cloro, los cuales son efectivos contra bacterias,

(31, 32) hongos (33) y virus (34).

Los macrofagos son similares a los PMN en muchos aspectos
de su comportamiento fagocitico. Matan varias especies de
bacterias y hongos. La ingestidn de particulas induce el
consumo de oxigeno, perdxido de hidrégeno y produccidon de
anioén superdxido, iones oxhidrilo y estimula la actividad

de la via hexosa monofosfato. Contienen MPO y manifiestan



reacciones secundarias peroxidativas despuds de la inges-—

tidn de particulas (30,35).

Por otra parte se sabe que la transferencia de linfocitos
T esplénicos, de rTatones con neoplasia, son capaces de in-
ducir inmunosupresidn a ratones sanos (36-41). Ademds este
tipo de transferencia celular, de ratones infectados con

Condida albincans (42) o con Histoplasma capsuldtum (43),

modifican la respuesta inmunoldégica a ratones sanos.

Para estudiar la esporotricosis de forma mds amplia, se
ha recurrido a los modelos experimentales en animales de
laboratorio como rmatones, (44) gatos, (45) perros, (46)
hamster (24) y gérbiles de mongolia (9). En este trabajo

se emplearon los gérbiles de mongolia (Meriones unguicula

tus), roedor originario del Norte de China, con el cual se
ha establecido un excelente modelo para el estudio de la
esporotricosis experimental. Con el propésito de analizar
la participacidén de las transferencias de linfocitos esplé
nicos de gédrbiles con esporotricosis en la modulacidn de
la respuesta inmune de gérbiles sanosi se hicieron trans-
ferencias de linfocitos esplénicos de gérbiles infectados

con 5. schenckii a gérbiles sanos, a los que posteriormente

se les estudiarion sus mecanismos de defensa y ademas se

les retd con 8. schenckii viable.




HIPOTESIS

La transferencia de linfocitos esplédnicos de gérbiles con
esporotricosis tiene accidn inmunomoduladora de los me-—

canismos de defensa de gérbiles sanos



OBJETIVO GENERAL

Estudiar las modificaciones de los mecanismos de defensa
en gérbiles que recibieron transferencia de linfocitos es-—

plénicos de gérbiles con esporotricosis experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES

; 1 Evaluar la evolucidn clinica de la esporotricosis en

gébiles infectados experimentalmente con S.schenckii,
transferidos o no con linfocitos esplénicos de gérbhiles
con esporotricosis diseminada experimental. Para ello se

consideraron los siguientes aspectos:

a) Tiempo de aparicion del nodulo (pata infectada).
b) Medicidén de la inflamacidén de la pata infectada.

t) Aislamiento de S. schenckii de diferentes drganos por

cultivo micoldgico,

IT. Evaluar los mecanismos de proteccidn en gérbiles con
y sin esporotricosis diseminada experimental, transferidos
o no con linfocitos esplénicos de gédrbiles infectados con

S. schenckii.

a) Inmunidad celular.
b)Y Inmunidad humoral.

c) Fagocitosis.
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MATERIAL Y METODOS

He emplearon 140 gdrbiles machos, de 70 a 7?0 dias de edad
y de 80 a 100 g de peso. Noventa de estos se wutilizaron
para estudiar las modificaciones de los mecanismos de de-—
fensa. Y los otros 50 se wvtilizaron como donadores de lin-—

focitos esplénicos sensibilizados con 8. schencki. Los ani-

males se mantuvieron alojados en jaulas de policarbonato
en cuartos con temperatura controlada a 23 =+ 20C, con ci
clos de 12 horas. de luz #luorescente de espectro solar

(VITA-LITE)Y y se alimentaron con purina para roedores oy

agua para consumo libre.

OBTENCION DE LEVADURAS DE 5. schenckii. A partir de una ce-—

pa de S. schenckii aislada de un caso de esporotricosis cu-

tdnea se obtuve la fase levaduriforme mediante subcultivos
en medio base de agar sangre (BIOX0) y resiembra posterior
en medio liquide de caldo cerebro-corazdén (BBL) incuba-
do a 270C por 24 hs. Despuds de este tiempo, las levaduras
obtenidas se centrifugaron a 13500 rpm por 10 minutos y se
lavaron 2 veces con solucidn salina 0.87 4 (85). Be conta-

Ton en cdmara MNeubauer.

INDUCCION DE LA ENFERMEDAD. A un grupo de 350 gérbiles se
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&
les inocularon &4&4x10 levaduras de §. schenckii, resuspen—

didas en 0.1 ml de 85 y se inyectaron en el cojinete
plantar posterior izquierdo. Para verificar que la enfer-
medad estuvo diseminada se aisldé el hongo de bazo. higado
y vinén, ocho dias después de la induccion de la infec

cian.

OBTENCION DE CELULAS ESPLENICAS. Al octavo dia de inducida
la infeccidén se sacrificaron los gérbiles y se les extrajo
el bazo. Se trituré en homogenizador de vidrio (PYREX). GSe
resuspendid en 3 ml de 55 a 4o0C. Se dejaron sedimentar los
residuos tisulares del bazo. La suspensién rica en células
se deposito en cajas de Petri para separar las células
adherentes al vidrio. El sobrenadante rico en linfocitos
fue recuperado y se le determiné 1la wviabilidad por tin-
cidén supravital con azul tripan al 0. 1% esta fue de 93 a
?&%. los linfocitos se contaron en cdmara de Neubaver. Ge
llevaron a una concentracian de 5x107 linfocitos/ml de 865.

De igual manera se procedid con los bazos de los gérbiles

sanos que se emplearon como testigos.

INMUNOTRANSFERENCIA. Los linfocitos esplénicos, obtenidos
de los gérbiles infectados, fueron inyectados por via in-
traperitoneal a 40 gérbiles sanos, con los que se integra-

Tron 4 grupos de 10 animales cada uno (Grupos 1-4). Los gru
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pos estuvieron determinados por el ndmero de inoculaciones
de linfocitos esplédnicos que recibieron: i, 2 3 y 4
dosis respectivamente. Cada dosis fue de 5x107 linfocitos/
ml de 85. Se aplicaron en su caso una dosis cada B8 dias
por via intraperitoneal (i.p.}). Como testigos se trabaja-

ron 3 grupos mes de 10 gérbiles cada uno (Grupos A-B).

Cuatro de estos grupos (Grupos B ) fueron infectados con

E.schenckii. No recibieron ninguna transfevencia de linfo-
citos esplénicos y segun el grupo de gérbiles transferidos
con el que se relacionaron, recibieron 1, 2, 3 y 4 inyec—
ciones i.p. de 1 ml de 85 E1l grupo A no recibiéd transfe-—
rencia de «cdédlulas ni induccidn de la esporotricosis y
fue vtilizado como grupo testigo normal. Al octavo dia de
la dltima transferencia de linfocitos esplédnicos o inyec-—
cién de 885, los gdrbiles fueron retados por via subcutd-
nea en el cojinete plantar con 6x106 de levaduras de S.
schenckii. La evolucidn clinica fue observada durante 120

dias, al término de estos se valoréd la respuesta inmune ce

lular, humoral y la fagocitosis (Cuadro 1).

I. VALORACION DE LA EVOLUCION CLINICA DEL PADECIMIENTO.

A los gdérbiles de los Grupos 1 - 8 se les determind la

evolucidn clinica de la esporotricosis mediante los si-



CUADRO 1. ESQUEMA DE TRABAJD.
UBLIOTECA CENTRA

40 GERBILES
8. schenckii

Bo. DIA
EXTRACC ION
BAZO
¥3 J
1 ml 85 9x10 linfocitos/ml
s g 2 1. B
l I [ |
GERBILES 40 10 iQ 10 10
TRANSFENC IAS Q 1 & 3 /
| | | | |
Zo. DIA
ULTIMA TRANSIT. 10 GERBILES
RETD 8. schenckii MORFIALES

VALORACTON

CLINICA TMUNOLOGTCA
A 120 DIAS DESPUES DE 120 DIAS
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guientes pardometros:
a) Tiempo de aparicidén de naedulos en la pata infectada.

b) Medicién de la inflamacidn de la pata infectada, median

te un micrémetro de precisidn (EDYMP. S. A, MEX. ).

c) Mecrosis parcial o total de la pata infectada.

d) Aislamiento de 5. schenckii de los gérbiles que recibie-

ron transferencia de células esplénicas de gérbiles con
esporotricosis, mediante cultivos de agar Sabouraud y My-
cosel, a partir del cojinete plantar, higado y bazo, con
objeto de determinar si la infeccidn se encontraba disemi-
nada o localizada. De igual manera se procedid con sus

testigos.

IT. VALORACION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA,

En los gérbiles de los Grupos 1-9 se realizaron las prue-—

bas que a continuacidén se describen:

a) INMUNIDAD CELULAR.

Prueba de hipersensibilidad retardada a Dinitrofluorobence

ne (DNFB). La inmunidad celular se valord por medio de la
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reaccidén de hipersensibilidad retardada a DNFB (47). Se ra-
surd el abdomen de los gérbiles en una area de 3x3 com. Se
indujo la sensibilizacién con 0. 02 ml de solucidn al O, 5%
de DNFB disuvelto en acetona y aceite de oliva en propor-
cié 4:1. A las 24 h se aplicd una segunda dosis sensibili-
zante. Al quinto dia de iniciada la sensibilizacidén se apli
cd en la parte externa de la oreja derecha de cada gérbil
la dosis rmeveladora que consistiéo en 0.01 ml de DNFB al
0.2% en el mismo vehiculo. Antes de aplicar la dosis rTeve-
ladora y 4B hs después, se midid el grosor del pabelldn
auricular con un micrdmetro de precisian (EDYMP. S. A. MEX. )
(Cuadro 2). En seguida se hicieron biopsias de las orejas
sensibilizadas, para evaluar la intensidad de la reacciédn
de hipersensibilidad celular. Estas biopsias se hicieron
inmediatamente despuéds de la medicidn y fueron fijadas en
formol al 104. Posteriormente se procesaron los cortes his

topatolédgicos que fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina.

b)) INMUNIDAD HUMORAL.

Cédlulas formadoras de placas de hemdlisis (CFP). Para va-

lorar la inmunidad humoral se utilizé el método de Cunnin-—
gham de las CFP (48). El procedimiento esquemdaticamente

se describe en el Cuadro 3. Resumida brevemente la prueba



CUADRD 2. METODRO DE HIFERSENSIBILIDAD RETARDADA

A DNFR,

70 GERBILES
(B.schenchkii y NORMALES)

\
ABDOMEN RASURADD
3X3 CH

\

la. DOSIS 0. 5% DNFB
EN ACETONAZ/AC. OL IV
q : 1

\

24 HRE,
2a. DOSIS 0. 5% DNFD.

\

MEDICION  PABELLON
AURTICUL.AR

S50. DIA \
DOBIS REVELADORA O. 2%
DNFR.
CULTIVD DE: _— 485 HORAS
C. PLANTAR
BAZO
HIGADD
MEDICION
PABELLON ESTURIO

AURICULAR HISTOPATOLOGICH



CUADRO 3. METODO DE CELULAS FORMADORAS DE PLACAS

DE HEMOLISIS

?0 GERBILES
(S.schenckii y NORMALES)

|

INMUNIZACION CON
1 ml DE EC 20%

CULTIVO DE: w=—e—ex J0. DIA

C. PLANTAR 1

HIGADO

BAZO : EXTRACCION DEL BAZO

HOMOGENIZAR Y RESUSPENDER
AL 5% EN SBH

\

0.02 ml 85.C. + 0.2 ml LINFOCITOS
+ 0.12 ml SBH + 0.02 ml EC 20%

\

CAMARAS DE CFP

\

INCUBACION A 370C EN
CAMARA HUMEDA 1 HR.

\

CUENTA DE PLACAS




consistid en inmunizar a los gérhiles con eritrvrocitos de
carnero (EC). Cinco dias despuds de la inmunizacidn se ex-—
trajeron sus bazos para obtener los linfocitos esplénicos
y resuspenderlos a una concentracidn del 5% en solucién
balanceada de Hanck (SBH). En un tubo de ensaye se coloca-
ron 0.2 ml de la suspensidn de linfocitos, 0.12 ml de SBH.
0. 02 ml de suero de cobayo (SC), como fuente de comple-—
manﬁn y 0.02 ml de EC al 20 4Z. Con esta mezcla se llenaron
las cdmaras formadas por dos portaobjetos unidos entre si
por cinta adhesiva de doble pegamento. L.os bordes de las
comaras fueron sellados con una mezcla de vaselina-parafi
na al 50 4 a 450C. Las cdmaras se colocaron en cdmara hume
da y se incubaron a 370C por una hora. Despuds de esto se
contaron las placas de hemdlisis obtenidas en cada cdma
ra. Los resultados se expresaron como células formadoras
de placas de hemdlisis por bazo (CFP/Bazo) para lo cual

se aplicd la fdérmula siguiente:

CFP/BAZO = No. CFP X CAMARA X FACTOR DE CONVERSION

FACTOR DE CONVERSION = 1/70.2 X 20 X 17 = 100

1 = valor para referir las CFP/ml.
0.2 = volumen aplicado en cada camara.
20 = valor de dilucidn final del bazo.

[
~
il

volumen inicial de la suspensidn del bazo.
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c) FéGDC”DSIS- 3)BLIOTECA CENTRAL

Obtencidn de cdlulas fagociticas. En el cuadro 4 se presen

ta un diagrama del procedimiento de la valoracién de la ac
tividad fagocitica. A los gérbiles se les administraron i.
p. 0.3 ml de heparina sadica que contenia 1000 USP/ml, 20
minutos despuéds se sacrificaron por dislocacién cervical y
se obtuvo la sangre por puncien cardiaca. Se elaboraraon 2
frotis sanguineos para la determinacion de la enzima mielp
peroxidasa (MPO) en los PMN, segun el método de Kaplow (50)
Posteriormente 1la sangre se centrifugé a 1500 rpm por 5
min. y se separd el plasma y el paquete de leucocitos el
1)

cual se resuspendié a una concentracien de 10 PHMN/ml en

SBH a 370C.

l.os macrdfagos peritoneales (MP) se obtuvieron inyectando
10 ml de SBH a 370C en la cavidad peritoneal de cada gér-

bil. S5e did un masaje suvave en el peritoneo, S8 TEeCUpera
la S8BH que contenia en suspensidén los MP. De esta suspen-—
sién se hicieron dos frotis en portaobjetos para la valora
cion de la enzima MPO. La suspensidn de MP se lavée y se

&
llevé a una concentracidn de 10 MP/ml de SBH.

Prueba de Fagocitosis en PMN y PM. Se empled el médtodo de




CUADRDO 4. PRUERBA DE FAGOCITOSIS Y MPO EN

FMN Y MP.

70 GERBILES

(8. schenckii y NORMALES)
\
HEPARINIZAR (15 MIN).
\
CULTIVD DE: =—~—— DOBTENCION DE CELULAS
C. PLANTAR
HIGADO
BAZO PMN MP
FROTIS ADHERENCIA AL VIDRIO
45 min. a 370C
REACCION DE MPO LAVADD EN SBH
&
0BS. MICROSCOPICA 10 .8 schenckii
EN PLASMA 20%Z 15 min
\ 370C. (INGESTION)

ACTIVIDAD DE MPO

LAVADO CON SBH

INCUBACION CON 0.6 ml
SBH 30 min. 370C
(DIGESTION)

\

TINCION WRIGHT,
0ORS. MIC.

N

IF ID
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adherencia al vidrio (49). El cual consistié bésicamente
en colocar 0.3 ml de la suspensidén de PMN o MP sobre cu-
breob jetos de 22 X 22 mm, previamente desengrasados y adhe
ridos a tapones de hule. A continvacidén se colocaron en
cdamara hudmeda y se incubaron a 370C durante 45 minutos pa-
ra permitir su adherencia al vidrio. Transcurrido este tiem
po se lavaron suvavemente los cubreobjetos con SBH a 370C
para la eliminacidén de las cédlulas que no se adhirieron al
vidrio. Inmediatamente después y sin dejar secar los cubre
objetos, las cdlulas adheridas se cubrieron con 0.5 ml de

&
la suspension de 5. schenckii que contenia 2x10 levaduras

por ml de SBH adicionada del 20% de plasma autdlogo. Pos—
teriormente se incubaron durante 15 minutos en cdmara hume
da a 370C. Al tédrmino de la incubacidén se lavaron svavemen

te con SBH para retirar las levaduras de 8.schenckii no

fagocitadas. Los cubreob jetos se dejaron secar al aire y
se tifieron con colorante de Wright. Luego se montaron in-
vertidos sobre portaobjetos previamente identificados. Las

pruebas se hicieron por duplicado en todos los casos.

La valoracién de la fagocitosis se hizo por observacidn de
las preparaciones en microscopio de luz con el deetivo de
100 X. Se contaron 300 PMN o MP en cada cubreobjetos, se

incluyeron en este numero de cdlulas las que fagocitaron o



18

no fagocitaron.

LLas levaduras fagocitadas se observaron como cuerpos intra
citoplasmdticos, de color azul intenso (levaduras no dige-
ridas) dentro de sus respectivos fagosomas, asi como vacuo
las épticamente vacias (levaduras digeridas). Este fendme-
no Cunningham lo describe como fantasmas (4%). Asi mismo se
observaron fagosomas que contenian residuos de levaduras.
De esta forma en el primer caso se diferenciaron las leva-
duras no digeridas y en los dos Ultimos las digevidas. Des
puds se valord el Indice Fagocitico (IF) que representa el
total de levaduras ingeridas (digeridas y no digeridas) y

2l Indice de Digestion (ID).

El IF se determinéd por la suma del numero de levaduras in-
geridas por los 300 fagocitos y este valor se dividié en-
tre 300 que fueron los fagocitos contados, el cociente re-
sultante fue el IF. El ID se determiné por la cuenta del
nymero de levaduras digeridas por los 300 fagocitos y este
valor se divididé entre 300, el ID fue el cociente de la di
visidon, Las pruebas se hicievron por duplicado y se obtuvo

el promedio para cada animal.

Determinacidn del contenido de mieloperoxidasa (MPO). L.a
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valoracién de MPO en los PMN y MP de los gérbiles se reali
16 en hase al método descrito por Kaplow (50). Los frotis
sanguineos se fijaron por 19 segundos con formol-etanol al
10% a temperatura ambiente, se lavaron con agua corriente
y se elimind el exceso de agua. Se incubaron 30 segundos
con una solucidén que contenia: 0.3 g de hidrocloruro de
bencidina, 100 ml de alcohol etilico al 30% 1.5 ml de hi-
dréxido de sodio O.1 N, 0.7 ml de perdxido de hidrdégeno al
3%, 1 g de acetato de sodio, 1 ml de sulfato de zinc al 1%
y 0.2 g de safranina. Despuds se lavaron con agua corrien
te y se secaron al aire. El producto de la reaccidn de oxi
dacién de la bencidina se presenté en forma de grdnulos in
tracitoplasmoaticos de color azul, verde o café obscuros,
estos se observaron en el microscopio de luz con el objeti

vo de 100 X.

Para determinar la actividad de MPO en los PMN y MP se to-
mé el siguiente criterio. 8He contaron 100 cdlulas fagociti
cas. Aquellas que presentaron los grdnulos intracitoplas-—
méticos descritos anteriormente, se consideraron en activi
dad y el resultado se expresdéd en porciento de PMN o MP que

tuvieron actividad de MPO.

Para determinar el contenido (capacidad) de MPO se realizé
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semicuvantitativamente por medio de cruces que indicaron la
intensidad del producto de la reaccidén de MPO. Los PMN y
MP que presentaron gran cantidad de granulaciones se les
asignaron 3 cruces, a los que tuvieron wuna cantidad inter-
media, 2 cruces y a los que mostraron escasos grdanulos una
cruzi; los que no presentaron granulaciones se les did el
valor de cero. Se sumaron todas las cruces en cada caso,
esta cifra se relaciond con el 1007 de capacidad que seria
de 200 puntos valor mdximo del contenido de MPO que ten-—
drian los 300 PMN o MP si tuvieran una capacidad de 3 cru-
ces. Finalmente el resuvltado de la capacidad de MPO se in-

formé en porciento.

L.os resultados fueron analizados estadisticamente por las
pruebas de Kruskal—-Wallis y "t" de Student. El nivel de

significancia fue de p< 0. 05.
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RESULTADOS.

VALORACION CLINICA. Esta consistidé en la observacidn del
desarrollo de la enfermedad y medicidn de la inflamacidn
de la pata infectada, a partir de la induccidn del padeci-
miento. Como indicadores de la variacidn de la inflamacion
se tomaron los tiempos en los que se observé la mdaxima in-—
flamacidén de la pata infectada y la dimensidn de désta, en
relacién con el numero de transferencias de linfocitos es-—
plénicos que se aplicaron a los gérbiles de los grupos 1,

2, 3§y 4.

Los gérbiles a los que se les aplicd 1 transferencia de
linfocitos (Grdfica 1) presentaron la mdxima inflamacidn
de la pata infectada (7 mm) entre 10 y 30 dias posteriores
a la induccidén de la infeccidn., A partir del dia 30 inicié

la disminucien del proceso inflamatorio

Los gérbiles a los que se les administraron 2 transferen—
cias (Grdfica 1) presentaron la mayor inflamacidn (& mm)
entre B y 29 dias después de la induccién de la infeccian.

La disminucidén de la inflamacién fue a partir del dia 25.

Los gérbiles con 3 transferencias (Grefica 1) presentaron
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la méxima inflamacién (& mm) entre 4 y 15 dias posteriores
a la induccidn de la infeccidn. A partir del dia 15 comen

z4 a disminuir el proceso inflamatorio

Los gérbiles que recibieron 4 transferencias (Grafica 1)
presentaron la mayor inflamacieéen (5.4 mm) entre 4 y 17
dias posteriores a la induccién de la infeccidn. A partir

del dia 17 disminuydé el proceso inflamatorio.

Los gérbiles del grupo B no recibieron transferencias de

linfocitos, pero fueron infectados con 8. schenckii, tuvie-

ron una inflamacidn maxima de la pata infectada de 7.5 a @
mm y ésta se presentd entre los 15 y 20 dias posteriores a
la induccion de la enfermedad (Grofica 1). En estos grupos
no se observd disminucion importante de la inflamacidn,
por el contrario, el dafio tisular se agudizdéd y se presen-
taron mutilaciones en la pata infectada entre 1los 20 y S50
dias posteriores a la induccidn de la esporotricosis. l.as
mutilaciones consistieron en la pérdida parcial o total de

los dedos o de la pata infectada.

De los pdrrafos anteriores se puede decir que el tiempo de
aparicién de la inflamcidn, asi como la dimensidn mdaxima

de ésta en los gérbiles que recibieron 3 y 4 transferen-—
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cias, fueron significativamente menores (p< 0.01) que en
los gérbiles de los grupos B y de los que recibievon 1 y 2

transferencias.

Asi mismo, a los 120 dias de inducida la esporotricosis, a
partir del cogyinete plantar, higado y bazo de los gdrhiles

del grupo B, se aislaron levaduras de S schenckii. En cam-

bio en los animales que recibieron inmunotransferencias
(Grupos 1,2,3 y 4) sé6lo fue positivo el aislamiento a par-—

tir del coyginete plantar (Tabla 1).

VALORACION DE L.OS5 MECANISMOS DE DEFENSA.

a) INMUNIDAD CELULAR.

Prueba de hipersensibilidad retardada DNFB. En la Tabla 2

se muestra la valoracidn de la prueba reveladora de la sen
gibilizacidén a DNFB, por la medicién de la inflamacion que
presentd 21 pabelldn auricular en el que se aplicdéd dicha
prueba. La reaccidn de hipersensibilidad retardada fue po-
sitiva en los gérbiles de todos los grupos, estuvieran o

no infectados por 8. schenckii y hubieran o no recibido

transferencias de linfocitos de gérbiles con esporotrico-

sis.

La intensidad de las reacciones a DNFB de los grupos B, 1,



TABLA 1. AISLAMIENTO DE 8. schenckii EN GERBILES CON ESPO-
ROTRICOSIS QUE RECIBIERON 0O NO TRANSFERENCIA DE CELULAS
ESPLEMICAS DE GERBILES CON ESPOROTRICOSIS. LOS CULTIVOS SE
REALIZARON DESPUES DE 120 DIAS DE INDUCIDA LA ESPOROTRICO-
SIS ENM LOS GRUPOS B, 1, 2, 3 Y 4.

ek e s e o e e it et e e b e i S Sk e e e S bt e b Mo e e T e o S SO S ot bt o s e P Ml e bk Mo e S S it o i i S s i S Pt

CULTIVOS (SABOURAUD Y MYCOSEL)

B e e e g L L
A 10 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
B 40 POSITIVO POSITIVO POSITIVO
i 10 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
2 10 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
3 10 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
4 10 POSITIVD NEGATIVOD NEGATIVO

A = GERBILES NORMALES.
B = GERBILES INFECTADDS SIN TRANSFERENCIAS.
1,2, 3:,4. = GERBILES GQUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS



TaABLA 2. MEDICION BASAL Y PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD RE
TARDADA A DNFB EN GERBILES CON ESPOROTRICOSIS QUE RECIBIE-
RON O NOD TRANSFERENCIA DE CELULAS ESPLENICAS DE GERBILES
CON ESPOROTRICOSIS. LA PRUEBA SE VALORD POR EL GROSOR DEL
PABELLDON AURICULAR E HISTOPATOLOGICAMENTE POR MICROSCOPIA
DE LUZ.

GRUPO N BASAL 48 HRS. HISTOLOGIA
X + D.E X =+ DE

A 10 0.477 =+ 0.026 1.002 =+ 0.053 P
B 40 0.484 + 0.033 0.932 + 0.040 § & &
1 10 0.426 + 0.004 0.943 + 0.012 F 4 &
2 10 0.428 + 0.017 0.800 + 0.027 + 4 +
3 10 0.413 =+ 0.024 0.766 =+ 0.060 +
4 10 O0.446 + 0.012 0.740 + 0.028 4
A = GERBILES NORMALES.

=
I

GERBILES INFECTADOS SIN TRANSFERENCIAS.

1,2,3,4.= GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCTAS.
LAS DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS EN LA MEDICION BASAL NO
FUERON SIGNIFICATIVAS Y 51 LO FUERON A LAS 48 H Al. COMPARAR
A vs B, 1,2,3 Y 4 (p < 0.001).
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2, 3 4 4 se compararon con el grupo A y se observe dismi-
nucion estadisticamente significativa (p < 0.001) en todos
los grupos de animales infectados. Esta disminucidn de 1la
hipersensibilidad retardada fue mds notoria en los grupos

que recibieron 3 y 4 transferencias (Tabla 2).

Por medio de la observacidén histopatoldégica por microsco-
pia de luz, se confirmé la valoracién de las pruebas de hi
persensibilidad retardada a DNFB (Tabla 2). Para ello se
dieron valores de 1 a 3 cruces, segin la cantidad de ele-
mentos que participaban en la reaccidén inflamatoria del pa
bellen auricular de los gérbiles, en el que se aplicé la
prueba reveladora de la sensibilizacidn a DNFRB, La mayor
inflamacién (3 cruces) se observd en los grupos A, B, 1 y
2. Los grupos 3 y 4 tuvieron una reaccién inflamatoria me-
nor: con valores de 2 y 1 cruz respectivamente. Estos re-
sultados se correlacionaron con los obtenidos al medir 1la
inflamacidn del pabelldn auricular de los gérbiles y las
diferencias fueron estadisticamente significativas p< 0.05

por la prueba de Kruskal-Wallis

by INMUNIDAD HUMORAL..

Formaciden de placas de hemolisis. En la Grdfica 22 se mues-
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tra que los gérbiles de los grupos B, 1, 2, 3 y 4 tuvieron
mayor ndmero de CFP que el grupo testigo A. La mayor canti
dad de CFP se presento en el grupo 4 que correspondis a
los gédrbiles que recibieron 4 transferencias de linfocitos
esplénicos. Esta elevacién en las CFP fue estadisticamente

significativa (p <« 0.001) en relacidén con los demds grupos.

c) FAGOCITOSIS.

La actividad fagocitica de los PMN de los gérbiles de los
grupos infectados B, 1, 2, 3 y 4 estuvo disminuida en com-
paracién con el grupo testigo A (Tabla 3). 8in embargo, a
los gérbiles de los grupos 1, 2, 3 y 4 que vecibieron las
transferencias de linfocitos, tuvieron una mayor actividad
fagocitica tanto en el IF como en el I que los gérhiles

infectados pertenecientes al grupo B.

En cuanto a la fagocitosis de los MP se observd un fendme-
no similar al descrito para los PMN. LLos resultados se

muestran en la Tabla 4.

Por otra parte en la Tabla 5 se muestra que la actividad
fagocitica de los leucocitos PMN y MP de los gérbiles que

recibieron 1, 2, 3 y 4 transferencias de linfocitos fue si



TABLA 3. VALORACION DE LA FAGODCITOSIS (IF, ID)Y DE PMN DE
b
GERBILES QUE RECIBIEROM DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS DE 5X10

LINFOCITOS DE GERBILES CON ESPOROTRICOSIS.

GRUPD N IF 1D
X D. E ) + D.E

A 10 2.79 + 0.53 1.86 +  0.39

B 40 ©1.855 & 0.68 0.30  # 0.14

1 10 2.31 4+ 0.30 1.45  +  0.40

a 10 2.38 + 0.40 1.38  +  0.39

3 10 2.44 + 0.32 1.40 +  0.29

4 10 2.29 + 0.39 1.41  +  0.28

A = GERBILES NORMALES.

B = GERBILES INFECTADOS SIN TRANSFERENCIAG.

12,3, 4. = GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS.
L.A DIFERENCIA FUE SIGNIFICATIVA (p< 0.001) EN TODOS LOS CA
508 AL COMPARAR & vs B, 1,2/3, Y 4.



TABLA 4. VALORACION DE LA FAGDCITOSIS (IF, ID) DE MP DE
1)
GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS DE 95X10

LINFOCITOS DE GERBILES CON ESPOROTRICOSIS.

GRUPDO N IF ID

T & DE X o+ DE
A 10 ‘1. %90 + 0. 31 0. 86 £ 0. 42
B 40 1.07 a 0. 49 0. 34 4 0. 12
i 10 1.21 o 0. 3% 0. 81 + 0. 30
P 10 1. 39 & 0. 31 0. 82 & 0. 40
3 10 1. 23 + 0. 37 0. 98 o+ 0. 27
4 10 1. 22 b 0. 40 0. 89 + 0. &9

A = GERBILES NORMALES.

B = GERBILES INFECTADOS SIN TRANSFERENCIAS.

1,2, 3, 4. = GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS.
LA DIFERENCIA FUE SIGNIFICATIVA EN EL IF DE A vs B, 1,2,3
Y 4 Y EN EL ID DE & vs B.



TABLA 5. PORCIENTOS DE PMN Y MP EN ACTIVIDAD FAGOCITICA

(PROMEDIO 2 DESVIACION ESTANDAR) DE GERBILES QUE RECIBIE-
&

RON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS DE 5 x 10 LINFOCITOS DE GERBI

LES CON ESPORDTRICOSIS.

GRUPD N PMN MP
X x DE X + DE
A 10 20. 0 + 5.0 87.2 o 0.7
B 40 71.8 + 17. 9 77. 95 * 177
1 10 ?0. 6 el 6.9 70. 9 e o 27.8
2 10 87.7 + 5.0 88. 8 +* 6.7
3 10 23.2 =+ b, 9 8%9.3 i 8:7
4 10 ?3. 2 + 4.3 70. 0 + 9.9

i bt e e bt S et o e s i B e Vo e b ot S SR o S S b s o Ve S ) ot W o S S S P S St Mo S it o e S S ) i S i S i W by

A = GERBILES NORMALES.

B = GERBILES INFECTADOS SIN TRANSFERENCIAS.

1,2, 3, 4. = GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRANSFERENCIAS.
LA DIFERENCIA FUE SIGNIFICATIVA (p <« 0.001) ENTRE LOS PMN
DE A vs B Y ENTRE LOS MP DE A vs 1.
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SIBLIOTECA CENTRAL
milar a la del grupo testigo A. La diferencia sdlo fue es
tadisticamente significativa al comparar el numero de cély
las que estaban en actividad fagocitica en los PMN del gru

po B y en los MP del grupo 1 con los del grupo A.

Determinacion de la enzima MPO. En la Tabla 6 se observa

que la actividad de la enzima MPO de PMN se encontré signi
ficativamente disminui/da en los grupas B, 1, 2 3 y 4 en
relacidn con el grupo testigo A. S5in embargo. también se
aobserva que 'los gérbilies de los grupos 1, 2, 3 y 4 que 1€
cibieron las transferencias de linfocitos tuvieron mayor
actividad de MPO que los gérbiles infectados que integra—
ron el grupo B, que estuvieron infectados pero no recibie—
ron transferencia de linfocitos. l.a actividad de MPD en
los MP fue menor del 4.3%4 + 0O.6% en todos los grupos, en
virtud de que los MP se encontraban en reposo y no activa—
dos. La activacidn de los macréfagos origina que la activi

dad de MPO se incremente de manera considerable.



TABLA 6 . PORCIENTO DE PMN ( X =+ D.E.) QUE TUVIERON ACTI-

VIDAD DE LA ENZIMA MPO EN GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4
i 6
TRANSFERENCIAS DE 5X10 LINFOCITOS DE GERBILES CON ESPORO-

TRICODOSIS.
GRUPD N PMN CON ACT DE MPO
¥ + i E

A 10 8g. 7 o+, 4. 48
B 40 42. 2 + 5. 50
1 10 bb. 0O + b, 60
2 10 62. 7 + 12. 80
3 10 Th. T + 3. 80O
4 10 69, 1 o+ 11. 60

A = GERBILES NORMALES.

B = GERBILES INFECTADOS SIN TRANSFERENCIAS.

12,3 4. = GERBILES QUE RECIBIERON DE 1 A 4 TRNASFERENCIAS.

LAS DIFERENCIAS DEL GRUPO A vs B, 1,2,3 Y 4 FUERON SIGNIFI-
CATIVAS ( p < 0.001).



DISCUSION.

La esporotricosis varia en su manifestacidn cliinica, des-
de la forma fija, hasta la linfagitica diseminada, ocasio-
nalmente puede presentar curacidn espontdnea (5-8,51). Se
desconoce la razdn de esta variabilidad. Para explicarla
se@ han externado diversas teorias entre las que destaca la

alteraciaon en la relacidn hudsped—pardsito (9,22-24,52-54).

En cuanto al pardsito, en la actualidad no se tienen ante-

cedentes de la existencia de cepas de 5. schenckii de dife-—

rente virulencia (55, 56). Por lo que las variaciones en la
expresion de la enfermedad no permiten relacionarlas con

la virulencia del hongo.

Respecto al huédsped, cabe la posibilidad de que la expre-—
sién de la esporotricosis tenga relacién con un estado de
inmunodeficiencia del propio hudsped:, puesto que se sabe
que en condiciones de inmunosupresidn, las infecciones se
establecen con mayor facilidad, como ocurre en infecciones
virales, entre ellas la del virus de la inmunodeficiencia
humana (57), bacterianas (58, 59), al igual que en micosis

como candidiasis (60) e histoplasmosis (&1).

En relacion con la esporotricosis, se tienen antecedentes
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de disminucidn de la inmunidad celular (62, 63), asi como
de la capacidad microbicida (24) y del contenido de la en-
zima MPD en células fagociticas de los enfermos con esporo
tricosis (49). No obstante esto, en un estudio previo (&4)
se encontré que los mecanismos inmunldégicos celular y humo

ral, se activan durante la infeccidn por S. schenckii. Esto

fue confirmado en el presente trabajo, en el que se encon-
tré que la esporotricosis indujo hiperactividad en la res—
puesta inmune humoral, al encontrarse elevadas significati

vamente las' CFP,

Por otra parte, en determinados tipos de cdncer, la trans-—
ferencia de cdlulas esplénicas provenientes de animales
con tumores, induce un estado de inmunosupresidn en anima-
les normales ( 36 — 41 ). En el caso de las infecciones
por hongos, no se tienen antecedentes. En el presente tra-
bajo se observéd un doble efecto de la transferencia de lin
focitos espldnicos de gérbiles con esporotricosis a gérbi-
les sanos. Por un lado se propicié discreta supresidén de
la respuesta inmune celular, a nivel de hipersensibilidad
retardada a DNFB y por el otro se activé la respuesta inmu
ne humoral, a travds de la elevacioen del numero de CFP.
Igualmente aumenta la actividad fagocitica la cual como ya

se ha semnalado en trabajos previos (24,4%9) se encuentra
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disminuida a nivel de IF, ID y contenido de MPO. Pero cuan
do los animales Tecibieron de 1 a 4 transferencias de lin-
focitos, auments la actividad fagocitica, aunque no la lle
vé hasta la normalidad. Este resultado muestra que 1la
transferencia de linfocitos de gérbiles con esporotricosis
a gdrbiles sanos: tuvo un efecto modulador de la respuesta

del hudsped en contra de S.schencki; lo cual quedd de mani

fiesto cuando se hizo el reto con levaduras de S. schenckii

viables a los animales que recibieron de 1 a 4 transferen-—
cias de linfocitos en los que la enfermedad no se desarro-
116 en forma diseminada en ninguno de los grupos transferi

dos.

Probablemente en la transferencia de cdlulas esplénicas,
la presencia de linfocitos T cooperadores predomind sobre
las células T supresoras, lo que es congruente debido a
que la disminucidén en la respuesta inmune celular en la es
porotricosis experimental es muy sutil, como se muestra en
los resultados del presente estudio, en los que se encon-
trd una leve dismincidn de la respuesta inflamatoria en
las reacciones de hipersensibilidad retardada a DNFB, aun
que las pruebas siempre fueron positivas al compararse las
mediciones del grosor del pabellén auricular de los gérbi-

les antes y despuds de la inmunizacien con DNFB, asi como
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también en los cortes histoldgicos de los pabellones auri-
culares en los que se aplicd la prueba reveladora de la
sensibilizacién con DNFB, valorados por microscopia de

luz.
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CONCLUSION,

l.a transferencia de linfocitos esplénicos de gérbiles con
esporotricosis a gérbiles sanos mostro un doble efecto

Por una parte propicid discreta supresidn de la respuesta
inmune celular y por la otra hiperactivd la inmunidad humo

ral y la actividad fagocitica.
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