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RESUMEN

E!l micetoma es una enfermedad granulomatosa e inflamatoria progresiva que
usualmente involucra al tejido subcutaneo, después de una inoculacion
traumatica del organismo causal. Dependiendo del agente etioldgico, los
micetomas se dividen en 2 grupos: los eumicetomas que son producidos por
hongos y los actinomicetomas producidos por bacterias. La lesion tisular del
micetoma estd caracterizada por un infiltrado de linfocitos T CD4" y T CD8"
alrededor de neutrofilos y macrofagos, los cuales al ser activados estimulan la
inflamacién aguda por medio de la secrecion de citocinas como el TNF-q, IL-1[3,
quimiocinas, y mediadores lipidicos como el factor activador de las plaguetas,
prostaglandinas y leucotrienos. El analisis de ia posible participacion de las
citocinas proinflamatorias en el micetoma, permite explicar el caracter
inflamatorio de ésta infeccion, asi como proponer la participacion de las células
TH1 como la subpoblacidn responsable del proceso cronico de ésta patologia, en
virtud de su capacidad para estimular al macréfago, asi como la produccion
sostenida de citocinas proinflamatorias secretadas por éste. Por esta razon el
objetivo de este trabajo es demostrar la presencia de IL-1B v TNF-a en las
células que rodean al grano en los micetomas directamente en biopsias de
pacientes y cuantificar su produccién in vifro en células fagociticas purificadas de
sangre de individuos sanos, infectadas con Nocardia brasiliensis, Actinomadura
madurae y Madurelfa mycetomatis. El estudio se realizd mediante la
determinacion in sifu de 1L-1B y TNF-c, en biopsias de pacientes con micetoma
por Nocardia brasiliensis, Actinomadura madurae y Madurella mycetomatis,
mediante estudios inmunohistoquimicos; asi como la determinacion de IL-18 y
TNF-o por la técnica de ELISA en sobrenadantes de cultivo de monocitos de
sangre periférica de individuos sanos purificados por la técnica de separacion
magnética y estimulados in vitro con los microorganismos antes mencionados,
encontrandose que la concentracion del IL-1 es mayor cuando se estimuld con
Actinomadura madurae sequida en orden descendiente por Nocardia

brasiliensis, Madurella sp y Candida albicans.



En contraste, la produccion de TNF-o. en las células de donadores femeninos, en
orden descendiente fue: Madurella sp, Actinomadura madurae, Candida albicans
y Nocardia brasiliensis y en el caso de los varones la estimulacion en orden
descendiente fue: Candida albicans, Nocardia brasiliensis, Actinomadura
madurae y Madurella sp.

En el estudio de marcaje in sifu en micetomas encontramos tanto a la IL-
1B como al TNF-a en los granos de los micetomas, y en las células espinosas de
Ja epidermis encontramos principalmente al TNF-«, de todo esto hacemos notar
que hubo produccién tanto de IL-13 como de TNF-a por los macréfagos cuando
fueron estimulados con estos microorganismos. Nosotros al observar un
micetoma en donde tenemos un grano (acumulo de microorganismos) Io
encontramos rodeado en mayor proporcion por celulas polimorfonucleares vy
macréfagos, esto explica la presencia de estas citocinas, las cuales contribuyen
a la estimulacién de reacciones inflamatorias locales. Podemos concluir que fa
presencia de |L-18 y TNF-o nos explica porque el micetoma esta formado por un
grano rodeado por células polimorfonucleares y macréfagos, aungque aparece
después de un largo periodo de infeccidon que es de aproximadamente 5 anos.
En pacientes con micetoma se encontrd la presencia tanto de IL-13 y TNF-o. en
todas las biopsias estudiadas (Nocardia brasiliensis, Actinomadura madurae y
Madurella sp).

De los microorganismos estudiados los que mejor activan a los macréfagos in
vitro en orden decreciente son: Candida albicans, Nocardia brasiliensis,
Actinomadura madurae y Madurella sp.

Todos los microorganismos estudiados son capaces de activar a los monocitos
transformados a células fagociticas, ya que se encontraron valtores del doble de
lo que presentaron las células sin estimular y las estimuladas con
lipopolisacarido tanto de IL-13 como de TNF-q.

Por tanto con estos resultados se demuestra la participacion de las citocinas
proinflamatorias, IL-1p y TNF-a, como efectoras del proceso infeccioso in vivo e

in vitro.
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INTRODUCCION

El micetoma es una enfermedad granulomatosa e inflamatoria progresiva que
usualmente involucra al tejido subcutaneo, después de una inoculacién
traumatica del organismo causal. Dependiendo del agente etioldgico, los
micetomas se dividen en 2 grupos: los producidos por hongos (eumicetoma) y
los provocados por bacterias (actinomicetomaf. Los principales géneros
responsables del actinomicetoma son Nocardia sp, Streptomyces sp, vy
Actinomadura sp. Por otra parte, el género mas importante que produce
eumicetoma es Madurelia sp. Estos microorganismos son saproéfitos del suelo y
para causar infeccién se introducen al organismo a través de pequefas heridas;
crecen lentamente y de esa forma se genera el micetoma.

El micetoma esta constituido por un infiltrado de linfocitos T CD4” y CD8"
alrededor de neutrdfilos y macréfagos®, dando como resultado que los
macrofagos produzcan una mayor cantidad de proteinas responsables de la
activacion de células encargadas de fas funciones de la inmunidad celular
(linfocitos THq) y estas estimulen macréfagos para destruir eficientemente a los
microorganismos fagocitados por medio de la produccion de intermediarios
reactivos de oxigeno (ROI} como los radicales superoxido (O2), perdxido de
hidrégeno (Hz07) y radical hidroxilo (OH"); enzimas lisosdémicas microbicidas vy
oxido nitrico (NO).

Los macrofagos activados estimulan la inflamacion aguda por medio de [a
secrecion del TNF-a, IL-1B, quimiocinas, y mediadores lipidicos como el factor
activador de plaquetas, prostaglandinas y leucotrienos; su accion conjunta causa
una inflamacion local rica en neutrofilos, los cuales fagocitan y destruyen a los
microorganismos infecciosos. También inducen la formacion de tejido de
reparacion mediante la secrecidon de factores de crecimiento los cuales
estimulan la proliferacién de fibroblastos, la sintesis de colageno y la

neoformacién de vasos sanguineos o angiogénesis.
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Por otra parte, los macréfagos activados se convierten en células presentadoras
de antigeno (APC) mas eficientes debido al aumento de la expresion en su
superficie de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase |l
(MHC-I}) coestimuladoras, y a la produccién de citocinas como la IL-12 que
estimula la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos T.

Los macréfagos activados pueden fusionarse formando células gigantes
multinucleadas. Estos grupos de macrofagos activados a menudo rodean al
microorganismo, produciendo nodulos de tejido inflamatorio denominados
granulomas.

La inflamacién granulomatosa es una respuesta caracteristica de algunos
microorganismos persistentes, como M. fuberculosis y algunos hongos que
inducen en el huésped una forma de hipersensibilidad tardia cronica.

La inflamacién granulomatosa se asocia a menudo a fibrosis tisular, aunque esta
suele ser una reaccién de cicatrizacion de la lesidon y puede interferir con la
funcion normal del tejido.

Las células T activadas por el antigeno y por la IL-12 se convierten en
productoras de INF-y, mismo que actia estimulando macréfagos para la
produccién adicional de IL-12, potenciando asi el desarrollo de fas células Tut y
proporcionando un mecanismo de amplificacién importante responsable de Ia
inmunidad celular.

La inmunidad innata es la respuesta inicial a los microorganismos gue impide la
infeccidn del huésped y, en muchos casos, es capaz de eliminar a los
microorganismaos.

Los mecanismos efectores de la inmunidad innata se utilizan a menudo para
eliminar microorganismos incluso en las respuestas de la inmunidad adaptativa.
Algunas de las células de la inmunidad innata, en especial los macréfagoes y las
células NK, secretan citocinas que activan y estimulan la reaccion celular de fa
inmunidad innata, denominada inflamacion.

La inflamacion consiste en el reclutamiento de leucocitos a un sitio de infeccion y

su activacion para eliminar el agente infeccioso.
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Si los microorganismos entran en la circuilaciéon, diversas proteinas plasmaticas
los combaten. Las principales son las proteinas del sistema complemento, las
colectinas, las pentraxinas, las proteinas del sistema de coagulacion y los
anticuerpos especificos cuando llegan a estar presentes.

La funcidn de ingestion y destruccion de los microorganismos esta mediada por
los neutréfilos en las primeras fases de la respuesta inmunitaria innata y por los
macrofagos en las fases tardias de la misma.

El proceso de migracion leucocitaria a los sitios de infeccion depende de la
estimulacion de las citocinas y esta mediado por los receptores de asentamiento
leucocitarios y por los ligandos endoteliales de estos receptores.

Las citocinas de mayor importancia en éste procesoc son TNF-o, IL-1f vy las
quimiocinas que producen los macrofagos.

La principal funcién fisiolégica del TNF-a es la estimulacion y el reclutamiento de
neutréfilos y monocitos en los focos de infeccion y la activacion de estas celulas
para erradicar microorganismos.

El TNF-o hace que las células endoteliales vasculares expresen nuevos
receptores de superficie (moléculas de adhesion, principalmente las integrinas
leucocitarias y las selectinas endoteliales), que hacen que los leucocitos se
adhieran a la superficie de la célula endotelial, inicialmente los neutréfilos vy,
posteriormente, los monocitos y los linfocites. También actia sobre los fagocitos
mononucleares para estimular la secrecion de IL-18.

Los efectos bioldgicos de la IL-1 son similares a los del TNF-a y depende de la
cantidad de interleucina producida. En bajas concentraciones, la IL-1 actla
como mediador de la inflamacién local.

Actua sobre las células endoteliales aumentando la expresion de moléculas de
superficie que median la adhesidn leucocitaria, como los ligandos para
integrinas.

Los macréfagos participan también como célutas efectoras de la inmunidad
adaptativa ya que son células presentadoras de antigeno que fagocitan

activamente particulas de gran tamafio, y desempefan un papel importante en la
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presentacion de antigenos derivados de organismos infecciosos fagocitados
tales como bacterias y parasitos.

L.a mayoria de los macréfagos expresan niveles bajos de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase I (MHC), y la citocina interferén- -y (INF- vy)
induce niveles mucho mas altos en los macréfagos de esta molécula.

La mayoria de los péptidos asociados a moléculas de clase |l derivan de
antigenos proteicos captados e internalizados en endosomas por células
presentadoras de antigeno (APC) especializadas.

La necesidad de la union al péptido para la estabilizacion de las moléculas de
clase Il del MHC asegura que sélo los complejos péptido-molécula del MHC
sobrevivan suficiente tiempo para ser expuestos en la superficie celular. Una vez
expresados en la superficie de la APC, los complejos péptido-molécula de clase
Il son reconocidos por las células T CD4+.

Los fagocitos son las células mas importantes de la defensa del huésped poco
después de wuna infeccién, muchos microorganismos han desarrollado
mecanismos que les permiten sobrevivir € incluso replicarse en el interior de los
fagocitos, en esta situacion, la inmunidad celular actua potenciando las
acciones microbicidas de los fagocitos y de esta manera eliminar a los
microorganismos.

Las ceélulas T responsables de la activacidén de los macrdfagos son células T
cooperadoras CD4+ de la subpoblacion TH4, asi como los linfocitos T CD8+, que
comparten la capacidad de secretar una citocina activadora de los macrofagos,
el interferon - y (INF-y).

Las células T cooperadoras estimuladas por el antigeno inducen la produccion
de IL-12 en los macrofagos y las células dendriticas, principalmente por el
acoplamiento del ligando de CD40 de las células T con el CD40 de los
macrofagos y las células dendriticas.

Los macrofagos producen IL-12 en respuesta a muchos ’microorganismos. La IL-
12 estimula en las células NK y en los linfocitos T, la produccion de INF-y, que a
su vez activa a los macrofagos para que destruyan a los microorganismos

fagocitados.
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La IL-12 estimula la diferenciacion de los linfocitos T cooperadoras CD4+ en
células TH1 productoras de INFy.

El INF-y es la citocina de activacion de los macréfagos que proporciona el medio
por el cual los linfocitos T y las células NK activan a los macrofagos para que
destruyan a los microorganismos fagocitados. El INF-y potencia la funcion
microbicida de los macréfagos al estimular la sintesis de intermediarios reactivos
de oxigeno y dxido nitrico.

El INF-y induce la diferenciacion de las células T CD4+ virgenes a la
subpoblacién TH1 e inhibe la proliferacion de la subpoblacion THy, este efecto
inductor esta mediado por la activacion de los fagocitos mononucleares para
producir IL-12, que es la citocina indubtora de las células TH;>.

La importancia de cuantificar la produccion de TNF-oce IL-1P es que ponen de
manifiesto la activacidn de los macrofagos en un proceso infeccioso cronico que
puede conducirnos a pensar en la estimulacién a la respuesta adaptativa a partir
de estas células, con la ayuda y la presencia de moléculas como la 1L-12
también producida por el macréfago.

Por esta razon es interesante estudiar la posible participacion de la |.-13 en el
micetoma ya que esta citocina participa en el proceso de diferenciacion de TH,
a THy y por tanto permite explicar las respuestas inflamatorias tan evidentes y
sostenidas en el micetoma. Con esto se sugiere que en el inicio de la infeccidon
por estos microorganismos, hay una activacion de la inflamacion, pero ;qué es
lo que ocurre, en el caso del micetoma en donde se encuentran células
inflamatorias (PMN) en una infeccién crénica?

La respuesta podria estar en la presencia de células fagociticas estimuladas por
moléculas provenientes de la inmunidad adaptativa como es el factor de
necrosis tumoral- beta (TNF-) producida por linfocitos o bien, por la eliminacién
de células muertas en la zona de infeccion llevada a cabo por los macréfagos

activados.
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MARCO TEORICO

Micetoma.

Datos historicos.

La formacion de micetomas fue descrito por primera vez en el Atharva Veda en
la India hace siglos®. En 1842, McGill® observé la enfermedad en Madras en la
region de Madura en India y ta llamo “tumor de pie”, enfermedad caracterizada
por la salida de un liquido aceitoso y fétido, ademas de la destruccidn de huesos
y cartilagos. Godfrey reportd cuatro casos entre 1844 y 1845, los cuales
presentaban uiceras en el pie después de varios afios de duracién, por lo que
llamo a la enfermedad “tubérculos del pie”. La amputacion era el unico
tratamiento efectivo®. En esos mismos afios Colebrook’ le llamé pie de Madura,
debido a la parte del cuerpo que generalmente es afectada y a la regidén de,
Madura, India. Minas® en 1860 describe la enfermedad en el distrito de Izar, el
observd que en la mano se podian desarroltar Iesiones’similares y ese mismo
afno, Carter ® acufio el término de micetoma. Catorce afios después McQuestin'®
sefald la existencia de micetomas en Ameérica, en Sonocra y México mientras
Boccaro,"' en Bombay, realizé un estudio detallado de 100 casos de micetoma,
tanto clinico como histologico; debido a que en sus cortes no observd granos
blancos y negros simultaneamente, infirié que se trataban de diferentes agentes
etioldgicos. A principios del siglo XX, en 1902, Laveran'? aislé Actinomadura
pelletieri en Senegal, seguido por Brumpt' en 1905 quien sefialo que varios
hongos podian originar la misma enfermedad. Tarozzi y Radeli' en 1909
describieron casos producidos por hongos de granos blancos (Monosporium
apiospermum) y dos afios después Cicero estudio por primera vez casos de
micetoma en México y los reporté un afic mas tarde'”.

Fue hasta 1945 cuando Gonzalez-Ochoa precisd el papel preponderante de
Nocardia brasifiensis como causa de los micetomas en México'® y en 1947

Latapi, al tratar con sulfonas a un paciente que padecia lepra lepromatosa
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nodular y micetoma, observé una notable mejoria de ambas enfermedades por
lo que propuso su empleo en actinomicetomas'”.

A principios de los sesentas Mariat sefiald a México como uno de los paises con
mayor incidencia de micetoma en el mundo, esto fue avalado por Gonzalez-
Ochoa quien determiné los principales agentes de micetoma y Lavalle destacé la
frecuencia en México® y en 1964 Linch describe varios casos dados por
actinomicetos y proporciona una estimaciéon conservadora de 300 a 400 casos

nuevos por afo en Sudan’®.
Descripcion clinica.

El micetoma es un sindrome clinico que consiste en lesiones inflamatorias
deformantes, no dolorosas vy fistulas que afectan tejidos cutaneo y subcutaneo,
aponeurosis y hueso®.

La evolucién de esta enfermedad es muy lenta y por lo tanto poco invalidante
durante los primeros meses o afios de su aparicion. La enfermedad es el
resuitado de la implantacién traumatica de microorganismos del suelo dentro de
los tejidos. Las lesiones se componen de abscesos que supuran, granulomas y
fistulas que drenan, asi como presencia de granos que son caracteristicos de
los agentes etiologicos.

El Dr. John Gilf® describié en 1842 por primera vez el micetoma, también llamado
pie de madura, como entidad médica, esto lo determino cuando la pierna de un
paciente fue amputada y encontrando que el pie tenia una masa patoldgica de
naturaleza fibrocartilaginosa con destruccion completa de las articulaciones,
cartilagos y ligamentos, sin ninguna forma o caracteristica y cubierta con
grandes excrecencias fungoideas que secretaban un liquido incoloro de olor
desagradable® .

En 1860 Vandyke Carter utilizé por primera vez el término "micetoma” para
designar a todos los tumores producidos por hongos y descubri¢ 2 variedades
de micetoma, el tipo melanoide con granulos negros y el ocroide con granulos

blancos®.
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Agentes etiolégicos

Los agentes etiologicos son una amplia variedad de bacterias (actinomicetomas)
y hongos {eumicetomas) del suelo ".
En la tabla 1 se enlistan a los diferentes agentes etioldgicos productores de

micetomas actinomicdsicos y que representan el 98% de los casos.

*N. ‘brasiliensis N. dassonvillei

N. otitidis caviarum  |S. somaliensis
N.coeliaca |S. griseus

*A. madurae = |S. albus

Tabla 1. Micetomas actinomicosicos.
* Microorganismos estudiados en esta tesis.

En la tabla 2 se enlistan a los agentes etioldgicos causantes del micetoma

eumicosico, los cuales representan el 2% de los casos.

Peudoallescheria boydii Exophiala janselmei

Madurella grises | Neotestudina rosatii .
*Madurella mycetomatis  Pyronochaeta romeroi
Acremonium kilense ~ Curvularia geniculata ]
Acremonium falciforme ICurvu,’an'a junata i
Acremonium recifei Cochiiobolus sp:c.'fer ‘
L.senegalensis Fusarium sp
Leptosphaeria tompkinsii | Aspergillus nidulans )

Tabla 2. Micetomas eumicésicos.
+ Microorganismo estudiado en esta tesis.

En México'® el agente etioldgico mas frecuente es la Nocardia brasiliensis en un
87% de los casos, seguido por Actinomadura madurae con un 70% y en mucho
menor frecuencia Streptomyces somaliensis seguido de Actinomadura pelietieri,

Nocardia asteroides y Nocardia otitidis-caviarum.
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En los micetomas eumicdsicos predominan Madurella mycetomatis y la
Madurelfa grisea, aunque también se ha visto Pseudoaliescheria boydii y

Acremonium sp.
Distribucidn geografica

La enfermedad predomina en aquellos paises que estan cerca del tropico de
cancer, entre los paralelos 14 y 32: México, Brasil, Senegal, Venezuela, Sudan,
india, Somalia, Tailandia, etc. Se da en paises donde presentan una estacion
lluviosa corta y una estacion seca larga.

En México se han descrito casos practicamente en toda la republica,
predominando en los estados de: Morelos, Jalisco, Veracruz, Oaxaca,

Michoacan, Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi y Nuevo Leén.
Epidemiologia

La enfermedad se observa principalmente en los hombres en una proporcién de
3 0 4:1; en ninos esta diferencia es mucho menor. La mayor frecuencia de la
enfermedad se encuentra entre los 31 y 45 afios de edad y es menos frecuente
a los 60 anos. Con respecto a la ocupacion, la enfermedad predomina en
campesinos, pero también se ha encontrado en personas con otras ocupaciones
como estudiantes, profesionistas, obreros, amas de casa etc®,

Los agentes etioldgicos predominantes son los actinomicetos con 97.2%, de los
cuales Nocardia es en el 85.6% vy de éstos Nocardia brasiliensis en 71.9% de los
casos, Actinomadura madurae en 9.6 % Streptomyces somaliensis 11.6% vy
Actinomadura pellitieri Unicamente 0.12 % de los casos. Los agentes mas
frecuentemente aislados en paises africanos son Madurella mycetomatis,

Streptomyces somaliensis y Actinomadura madurae.
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Cuadro clinico

La inflamacion es usualmente firme y rodeada de células polimorfonucleraes
neutréfilos y macréfagos, perc puede ser suave y raramente lobulada, v es a
menudo movil?', a veces se pueden desarrollar nédulos secundarios que
supuran y drenan a través de tractos sinuosos. Usualmente descargan exudados
purulentos y seropurulentos que contienen los grénuloszz. Durante la fase activa
el color de los granulos depende del organismo causal. Los granulos pueden ser
negros, blancos, rojos o amarillos y varian en tamano y consistencia. El examen
visual de los granos a veces es de utilidad para la identificacion del organismo
causal (actinomicetoma o eumicetoma)®. La presentacion clinica del micetoma
siempre es idéntica de acuerdo al organismo causal, la velocidad de progreso de
la lesion es mas rapida en actinomicetomas que en eumicetomas. En el
eumicetoma la lesion crece lentamente y permanece encapsulados por un largo
periodo, mientras que en el actinomicetoma la lesion presenta inflamacion,

destruccion e invaden el hueso en los primeros estadios®.

Diagnostico del micetoma

Primero se debe diferenciar entre ef eumicetoma y el actinomicetoma ya que el
tratamiento es completamente diferente. EI agente etioldgico se identifica de
acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas. Si las hifas que lo
componen son microsifonadas su etiologia es bacteriana (98% de los casos), si
las hifas son macrosifonadas su eticlogia es micética (2% de los casos). Las

pruebas bioguimicas son particularmente Utiles para identificar actinomicetos® .

Las herramientas factibles para el diagnéstico del micetoma son pocas y
fimitadas. Los métodos mas comunes para e! diagndstico son: histopatologia del
material de biopsia, cultivo de supuraciones, cultivo de descargas ¢ biopsias
guirargicas. El examen microscopico de los granos permite la identificacion del
agente causal, pero para la diferenciacion de hongos es limitado, el cultivo es

necesario para el diagnostico definitivo;*® sin embargo, la técnica es compleja,
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consume tiempo, existen posibilidades de contaminacion y siempre se requiere

biopsias quirlrgicas profundas.
Diagndstico histolégico

Desde el punto de vista histoldgico las lesiones son semejantes sin considerar el
agente etiologico®. Los granos se abservan en el centro de un absceso agudo, y
a menudo cubiertos con una capa de polisacarido neutro en el caso de los
granos de Nocardia y polisacaridos acido sulfatado en el caso de los granos por
Actinomadura madurae®, estos estan rodeados de grandes acumulos de
neutrofilos en todos los estados de degeneracion, inmediatamente alrededor
del absceso hay un area de fibrosis densa y tejido de granulacidn rico en
capilares, células epiteliales y macrofagos.

El diagndstico es posible por la confrontacion sistematica de los resultados
microbiologicos e histoldgicos de las biopsias obtenidas de lesiones. Se ha
encontrado que el cuadro histopatologico revela una inflamacion granulomatosa
con formacion de absceso. Hay una zona central donde las celulas
polimorfonucleares son abundantes y donde también se encuentran granulos o
granos. Esta zona central es rodeada por linfocitos, histiocitos y fibroblastos.
Los actinomicetos se ven bien con tincion de Hematoxilina-Eosina, 6 con
Gomori Grocott®®: fos eumicetos se observan mas faciimente con Hematoxilina-
Eosina®®, acido peryédico de Schiff (PAS)™, metanamina de plata® y azul

alciano®’.

Tratamiento

No existen medidas preventivas para esta enfermedad y sélo se recomienda el
uso de calzado y la atencidén primaria adecuada de las heridas de la piel. Una
vez que el individuo ha sido infectado y se ha desarrollado un micetoma, el
tratamiento va a depender del agente causal y del avance de la enfermedad.
Hace algunos afios €l Unico tratamiento era 12 amputacion de la parte afectada o

la escisién quirdrgica®'. La diamino difenil sulfona (DDS) fue usada por primera
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vez en 1947 por Latapi y colaboradores, para tratar micetomas actinomicésicos
con buenos resultados. En la actualidad el tratamiento de eleccion es
sulfametoxazol-trimetoprim y en algunos casos se emplea diamino-difenil-
sulfona, rifampicina, minociclina o estreptomicina y en los casos en los que se
presenta resistencia, se utilizan combinaciones de trimetoprim-sulfametoxazol y
amikacina.

El tratamiento de los micetomas eumicosicos es a base de: ketoconazol,
itraconazol, fluocomazol o anfotericina B. Si |a lesidn es pequena y resecable, se
recomienda su extirpacién quirtrgica y continuar con el tratamiento medico ya

descrito.
Inmunologia

La capacidad de un individuo para mantenerse libre de infecciones depende
tanto de su resistencia natural (inmunidad innata), como de la resistencia
especifica que puede desarrollar o adguirir durante su vida, (inmunidad
adquirida).

En ambos tipos de respuesta inmunitaria los microorganismos que llegan a
implantarse en los tejidos son ingeridos y destruidos por células llamadas
fagocitos profesionales. Laos macréfagos y los polimorfonucleares neutrofilos son
los principales fagocitos encargados del consumo y la eliminacion de
microorganismos, para lo que poseen mecanismos bioquimicos potentes
presentes en sus organelos del citoplasma.

Los macréfagos son responsables de la secrecion de muchas citocinas. Por
razones historicas varios tipos de citocinas han emergido incluyendo el factor de
necrosis tumoral (TNF), factor de crecimiento tumoral (TGF), factor estimulante

de colonias (CSF), interferon (IFN) e interteucina 1 (IL-1).
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TNF -«

El factor de necrosis tumoral {TNF), fue descubierto inicialmente por Llyod Old
en 1985 al demostrar que los sueros de ratones inoculados con lipopolisacarido
(LPS) o con BCG tenian efecto anti-tumoral en ratones que presentaban ciertos

tumores.

Se conocen dos tipos de TNF, uno producido por macréfagos y llamado TNF-a y
otro producido por linfocitos T conocido como TNF-3, ambos tipos de TNFs

muestran actividad antitumoral tanto “in vivo” como “in vitro”.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) es una citocina inflamatoria
pleiotrépica, aislada por primera vez por Carswell y colaboradores en 1975 en un
intento para identificar al factor de necrosis tumoral responsable de la necrosis

de el sarcoma Meth A¥.

El TNF~¢ es una citocina que es producida por una gran variedad de células
estimuladas por diferentes sustancias tales como: lipopolisacarido, IL-2, factor

estimulador de crecimiento de granulocito y macrdfagos e IFN-gamma (IFN-y).

El TNF-a es un polipeptido de 17 kDa que se puede encontrar en dimeros,
trimeros 0 pentameros y contiene varios tipos de glicosilacion. Los datos de
clonacion han evidenciado que es un polipéptido de 157 aminoacidos y que su
precursor es de 235 aminoacidos, el 79% de los aminoacidos son conservados

tanto en el TNF de humanos como de ratones®.

El TNF tiene diversas funciones en el sistema inmunolégico ya que estimula |a
atraccidén de neutréfilos hacia las zonas de infeccién para activar a estas células
y erradicar a los microorganismos, induce la actividad antiviral y mitogénica,
puede aumentar la expresion de moléculas del MHC-| en los polimorfonucleares

y la proliferacién y diferenciaciéon de linfocitos B.

El TNF-o. induce la proliferacion de neutréfilos durante la inflamacion, pero
también induce la apoptosis de neutrdfilos cuando se une al receptor TNF-
R55%, La citocina es producida por varios tipos de células, pero especialmente

por macrofagos. Tracey y Cerami sugieren que bajos niveles de la citocina
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pueden ayudar en el mantenimiento de la homeostasis regulando el ritmo
cardiaco del cuerpo™. Por otra parte ef TNF-c. juega un papel importante en la
respuesta inmune en infecciones por bacterias, ciertos hongos, virus €
infestaciones parasitarias, asi como también en la necrosis de tumores
especificos. El TNF-o es una proteina de fase aguda que inicia una cascada de
citocinas e incrementa la permeabilidad vascular, reclutando macréfagos vy
neutréfilos en le sitio de infecciéon. El TNF-o secretado por lo macrofagos causa

coagulacion sanguinea y sirve para contener la infeccién™.

El TNF- causa necrosis de algunos tipos de tumores y promueve el crecimiento
de otros tipos de células tumorales. Niveles altos de TNF-o aumentan el riesgo
de mortalidad™®. Factores exdgenos y enddgenos de bacterias, virus y parasitos
estimulan la produccion de TNF-o y otras citocinas. El lipopolisacarido de la
pared celular de bacterias es un potente estimulador para la sintesis de
TNF—¢’. Los pacientes que experimentan el shock séptico y un aumento
considerable de los niveles de circulantes de TNF-o presentan fiebre,
disminucion en la presion sanguinea, supresién del miocardio, deshidratacion,
falla renal aguda y por lo tanto suspension de la respiracion®. Una
sobreproduccidn prolongada de TNF-o trae como resultado una condicion
conacida como caquexia, caracterizada por anorexia, catabolismo, perdida de

peso y anemia, como ocurre en enfermedades como el cancer y el SIDA®,
Interleucina 1

La hormona polipeptidica conocida como interleucina-1 (IL-1) es una de las
mediadoras claves de la respuesta del huésped a la invasion microbiana, de la
inflamacién, del dano al tejido y de diversas reacciones inmunoldgicas.
Historicamente, la IL-1 fue descrita por primera vez en los afnos 40 como una
sustancia productora de fiebre y liberada por leucocitos activados; es por ello
que durante este tiempo también fue llamada “pyrexina” o “pirégeno enddgeno”.
Atkins™® caracterizd la produccién de IL durante eventos de fiebre
experimentales y establecid que esta era un polipéptido distinto a la toxina

lipopolisacarida.
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La IL-1 es sintetizada por una amplia variedad de células, incluyendo
fibroblastos sinoviales, queratinocitos y células de Langerhans de la piel, células
mesangicas del rifion, linfocitos B, células NK, astrocitos y células de la microglia
del cerebro, células vasculares, endoteliales y del mdasculo liso, células de
cornea, gingivales y del epitelio del timo y tambien por algunas lineas celulares
de linfocitos T. Los monocitos de sangre circulante comienzan a transcribir
ARNmM para IL-1 a los 15 minutos después de adherirse a la superficie de vidrio
o plastico. La transcripcidn para IL-1 puede ser iniciada sin que se traduzcan
cantidades importantes de proteina, y en algunos casos, como en el ratén con
defecto genético Hed, se presenta un alto nivel de transcripcion sin que apenas
se produzca traduccion a proteina®. La [L-1 es traducida iniciaimente a una
proteina precursora de 31kD que requiere una proteodlisis limitada para ser
transformada en péptidos maduros mas activos. Las células estimuladas con
agentes tales como endotoxinas, o que han fagocitado, no sélo incrementan la
transcripcién, sino que se muestran mas eficientes en la traduccidn y
maduracion del precursor de IL-1. La transcripcién es un evento corto, que
puede ser incrementado por la supresion de la sintesis de una proteina
represora’’. La traduccion es reducida por la produccion de AMPc inducido por
prostaglandinas. Los monocitos y macréfagos contindan siendo una fuente
importante de IL-1, dada su localizacidén estratégica que las capacita a sintetizar
grandes cantidades de ésta molécula (100 fg de IL-1B/célula/24 horas), vy se
debe a que procesan el precursor de IL-1 mas eficientemente que otras células,
debido a sus altos niveles de elastasa y otras serinproteasas.

Hay dos formas de IL-1, llamadas IL-1a. e IL-1B, que muestran una homologia
entre si inferior al 30%, pero que se unen a los mismos receptores de superficie
y median las mismas actividades bioldgicas. Ambos polipéptidos se sintetizan
como precursores de 33 kD y son secretados como proteinas maduras de 17
kD.

En la figura 1 se ilustran los momentos clave durante |la activacién, transcripcion,

traduccion y maduracion de IL-15%".
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Figura 1. Eventos ocurridos durante la produccion de IL-18.

Estos eventos corresponden a la transcripcion, traduccion y maduracion de IL-1.

Entre las moléculas que inducen la produccion de {L-1f se encuentran la
prostaglandina E (PGE), leucotrienos (LT) y niveles altos de calcio intracelular.
El precursor de 31 kDa de fa IL-1 (pro-IL-1) esta limitado a romperse en péptidos
de 22 y 17 kDa que pueden estar asociados con ta membrana celular, asi como
a los componentes extracelulares. La IL-1 unida a membrana puede ser el
precursor de 31kDa o el producto de 22 kDa. Las enzimas lisosomales y las
serinproteasas son responsables del corte de la molécula de pro-IL1 en varios
peptidos con pesos moleculares de 17 kDa que son las formas extracelulares
predominantes, 11kDa, 4kDa y 2kDa que se pueden aislar a partir de

electroforesis en gel.

IL-1 en la inflamacién

La IL-1 atrae leucocitos al tejido inflamado y causa degranulacién de basofilos y
eosinofilos, estimula la sintesis de tromboxanos en macréfages y neutrofilos, v
también potencian fa activacion de neutréfilos por péptidos quimicatractantes.
La activacion de osteoclastos es también una propiedad de la IL-1. Ademas

participa en el proceso de reparacion tisular porque incrementa la proliferacion
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de fibroblastos y la sintesis de colagena y glucosaminoglicanos, es mitogénica
para las celulas mesangicas en el rifion, células gliales en el cerebro y

queratinocitos.

Papel de la IL-1 en la respuesta inmune

La [L-1 estimula el sistema inmunolégico participando en la activacién de
linfocitos y macréfagos. En fibroblastos, células endoteliales, macrofagos y
linfocitos, la IL-1 induce la produccién de interferones, factores estimulantes de
colonias hematopoieticas y factores de diferenciacion y crecimiento de linfocitos
T y B. Por ejemplo, en presencia de IL-1, la proliferacidon de factores de
crecimiento de linfocitos T y B se aumenta, al igual que la produccion y
diferenciacion de anticuerpos, también se incrementa la unién de células NK a
sus células tumorales blanco. Un perfil de respuesta sugiere que IL-1, como los
ésteres de forbol, aumentan la respuesta funcional de células
inmunocompetentes, esta propiedad apoya la nocidon de que es uno de los
adyuvantes naturales del cuerpo, y como todos los adyuvantes, incrementa de
manera no especifica la respuesta inmune a los antigenos y células malignas®.

Se ha puesto particular atencion en el papel de la IL-1 en las respuestas
inmunes dependientes de linfocitos T. Para proliferar, los linfocitos T requieren
de la IL-2 y la expresion de los receptores especificos para dicha molécula,
estudios relacionados al receptor de IL-1 en lineas celulares de linfocitos T,
demuestra que a concentraciones de 1-10 pM se induce la transcripcion, sintesis
y secrecion de IL-2. Las respuestas a IL-1 aumentan de 10 a 100 veces en
presencia de agentes que incrementan los niveles de calcio citosdlico y activan
la proteincinasa C. Existen datos suficientes para demostrar que IL-1 disminuye
el umbral de proliferacion de linfocitos inducida por mitdgenos o antigenos, y que
esta disminucion es debida al incremento de produccion de IL-2 y la expresién
de receptores para la misma. Esta co-estimulacién es un fendmeno bien

descrito para la activacion de linfocitos T inducida por IL-1.
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Durante la respuesta inmune, un antigeno especifico es presentado en la
superficie de una celula presentadora de antigenos junto con el complejo del
MHC, ademas de que se requiere una segunda senal antigénica no especifica
para proliferar linfocitos T. La primera sefial puede ser substituida por activacion
directa del TCR, pero en la ausencia de macréfagos la division celfular no se
lleva a cabo. En algunos estudios, la adicion de IL-1 soluble reemplaza el
requerimiento por el macrofago para proliferar, pero en otros experimentos la IL-
1 soluble no puede restituir la respuesta inmune al antigeno sin los macrofagos.
El requerimiento absoluto de la IL-1 soluble no esta bien establecido y depende

del estado de activacidn del linfocito T,



PLANTEAMIENTO DEL PROELEMA

Mariat sefialé a México como uno de los paises con mayor incidencia de
micetoma en el mundo, esto fue avalado por Gonzalez Ochoa quien determind

los principales agentes de micetoma y Lavalle destacd la frecuencia en México.

Debido a que auin se conoce poco de la relacion huésped-parasito del micetoma,
nosotros tratamos de dar pie a esta investigacién estudiando a las citocinas
TNF-o. e IL-1} ambas proinflamatorias y que juegan un papel importante en la
activacion de las células que participan de manera relevante en la formacién del

micetoma.
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1.

HIPOTESIS

Si los macrofagos son una de la células efectoras mas importantes de la
respuesta inmune innata y estos al ser activados por algun
microorganismo producen cierta cantidad de TNF-o e H.-13 entonces
esperamos que estas dos citocinas estén presentes en el proceso
inflamatorio de los micetomas, y en la activaciéon in vitro de células
mononucleares infectadas con Madurella, Actinomadura madurae,
Nocardia brasiliensis y Candida albicans.

De acuerdo con las caracteristicas histoldgicas que presenta el micetoma
se podra demostrar la presencia de IL-1 y TNF-a in situ en biopsias de

pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

B Demostrar la presencia de IL-13 y TNF-a en las células que rodean al
grano en los micetomas directamente en biopsias de pacientes y
cuantificar su produccion in vitro en células fagociticas purificadas de
sangre de individuos normales infectadas con Nocardia brasiliensis,

Actinomadura madurae y Madurella mycetomalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

B Demostrar la presencia de IL-13 y TNF-a en células presentes en

lesiones de micetoma.
B Cuantificar la produccion de IL-1 y TNF-a en cultivo de células

mononucieares normales humanas infectadas por estos agentes.
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MATERIALES Y METODOS

Diagrama que muestra los pasos a seguir para demostrar la presencia de
IL-1B y TNFa en biopsias de micetomas

Biopsias de pacientes con
micetomas producidos por
Actinomadura madurae,
Nocardia brasiliensis y
Madureifa sp, proporcionados
por el Departamento de
Micologia del Hospital Gea
Gonzalez y Centro
Dermatolégico “Dr. Ladislao de
Ja Pascua”

l

Cortes en parafina

l

Marcaje con anti IL-1B y anti
TNF-a humanas
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A. Bstudio Histopatolégico

Vi.

VII.

VIHI.

Xl

. Biopsias. Las 8 biopsias de los pacientes con micetoma {(por N.
brasiliensis, A. madurae y Madurella) fueron proporcionadas por el
Centro Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua” y el Hospital “Dr.
Manuel Gea Gonzalez”, Departamento de Micologia.

Fijar las biopsias en formalina neutra al 10% con un volumen
aproximado de 20 veces el tamafio de la pieza con dos cambios
{cada seis dias), durante 15 dias.

Lavar las piezas en agua corriente hasta eliminar el formol del tejido
durante 3G minutos aproximadamente.

Inclusion en parafina.

Colocar la pieza en etanol al 70% durante 2 dias.

Sumergir la pieza en etanol al 96% en tres ocasiones 30 minutos
cada una.

Colocar la pieza en etanol absocluto en tres ocasiones 30 minutos
cada una.

Colocar la pieza en una mezcla de etanol-tolueno (v/v) durante 15
minutos.

Colocar la muestra en tolueno durante 15 minutos.

Sumergir la pieza en una mezcla de tolueno—parafina (v/v) durante
15 minutos.

Colocar la pieza en parafina de punto de fusidon de 54°-56°C
durante dos horas.

Sumergir en parafina de inclusién con punto de fusién de 58°-60 °C
durante 5 minutos.

Poner alcohol glicerinado en los moldes.

Colocar un poco de parafina en el molde.

Adicionar la pieza en el molde y adicionar la parafina de inclusion

definitiva.

5. Obtencidn de cortes.
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|. Rebajar con una navaja el cubo de parafina hasta acercarse al
tejido.

Il. Rebajar con cortes de 20 p de grosor hasta presentar una cara de
todo el tejido.

[ll. Obtener cortes de 7 y de grosor.

IV. Colocar el corte en un bafto de flotacion que contenga agua con
gelatina a una concentracién de 0.1g /L a una temperatura de
50°C.

V. Montar en pertaobjetos silanizados.

VI. Meter en estufa a 60 °C durante 15 minutos para eliminar exceso
de parafina y secar.

6. Técnica para desparafinar

{. Sumergir el corte en xilol durante 10 minutos.

Il. Colocar el corte en una mezcla de xilol-etanol (1:1) absoluto par 5
minutos.

lil. Poner el corte en etanol absoluto durante 3 minutos.

V. Sumergir en etanol al 36% durante 3 minutos.

V. Colocar en etanol al 70% por 3 minutos.

VI. Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

B. Tincion hematoxilina-eosina®®

I. Cubrir el corte con hematoxilina de Harris la cual contiene 0.1g de
hematoxilina/ml de etancl, durante un minuto.

Il. Lavar con agua de la llave.

ill. Diferenciar con etanol-acido, HCL al 1% en etanol al 70%, hasta
que vire el ¢color.

iV.Lavar con agua de la llave.

V. Virar con 30 ml de agua amoniacal, la cual contiene 0.6 ml de
NH,OH concentrado.

VI. Lavar tres veces con agua destilada.
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VIl. Cubrir el corte con Eosina, 0.01g de eosina/ml de agua destilada,
durante 30 segundos.

VIII. Lavar con etanol 96% tres veces por 3 minutos cada uno.

IX. Colocar la pieza en etanol absoluto por 3 minutos.

X. Sumergir en etanol absoluto-xilof (v/v) por 5 minutos.

Xl. Colocar la muestra en xilol 10 minutos.

XIl. Montar en resina sintética.

Xlll. Observar los nicleos de color azul y el citoplasma de color rosa o

naranja

C. Demostracion de la presencia de IL-1B en biopsias de pacientes con

micetoma

El marcaje se realizd con el kit comercial “Cell and Tissue staining kit” de R&D

Systems de la siguiente manera:

1. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo bloqueador de peroxidasa
(H20; al 3%) por & minutos.

2. Sumergir la muestra en regulador PBS, pH 7, durante 5 minutos. Lavar fa
muestra suavemente hasta que el peroxido de hidrégeno se libere de las
tejidos.

3. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo bloqueador (suero de cabra
en regulador PBS pH7) por 15 minutos. Decantar cuidadosamente y
limptar el exceso con papel absorbente.

4. Incubar la muestra con 1-3 gotas de reactive de avidina (6 mit de salucion
avidina con 0.1% de azida de sodio) durante 15 minutos.

5. Enjuagar la muestra con regulador PBS, pH7 y dejar escurrir, limpiar
cuidadosamente el exceso de regulador con papel absorbente.

6. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo de biotina (6 ml de solucién

de biotina con 0.1% de azida de sodio) por 15 minutos.
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7. Enjuagar la muestra con regulador PBS pH7, dejar escurrir y limpiar
cuidadosamente el exceso de regulador con papel absorbente.

8. Incubar la muestra con 1-3 gotas de anticuerpo primario (suero de cabra
anti IL-1p humano a una concentracidén de 0.1mg/mL de PBS pH7).

9. Enjuagar la muestra con regulador PBS pH7. Sumergir el portacbjetos
tres veces en 40 ml de regulador PBS durante 15 minutos/lavado.

10. Dejar escurrir y limpiar cuidadosamente el exceso de regulador con papel
absorbente.

11. Incubar la muestra con 1-3 gotas de anticuerpo biotinado secundario
{anticuerpo secundario anti-cabra en PBS 0.01M) por 30-60 minutos
dependiendo del espesor de la muestra (entre mas gruesa sea, mayor es
el tiempo de incubacion).

12. Introducir la muestra en regulador PBS pH7 tres veces 15
minutos/lavado.

13. Escurrir cuidadosamente el exceso de regulador.

14. Incubar la muestra con 1-3 gotas de congujado HSS-HRP (conjugado de
streptavidina-peroxidasa de rabano en PBS al 0.01M conteniendo 1% de
proteina acarreadora y 0.04% de conservador) por 30 minutos.

15. Sumergir el portaobjetos tres veces en regulador PBS pH7 durante 2
minutos/lavado.

16. Escurrir cuidadosamente el regulador y limpiar el exceso de igual manera
que en las ocasiones anteriores.

17. Cubrir el tejido con solucion de cromdgeno que contiene 3 amino-9-
etilcarbazol al2% en 2 ml de regulador de acetatos pH7 adicionado con
H,O, al 0.01%, el cual debe prepararse en el momento inmediato antes
de su uso.

18. Incubar durante 3-20 minutos dependiendo la intensidad de ia tincidn la
cual se supervisa con un microscopio optico.

19. Lavar con agua destilada por 5 minutos.

20. Montar la muestra después de contrastarse con hematoxilina, durante 10

segundos y enjuagar con agua de la (lave.
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21. Dejar escurrir verticalmente la muestra en un papel absorbente o toalla
para quitar exceso y dejar secar.

22. Montar en gelatina a una concentracion de 200g/L, y sellar con barniz de
unas.

23. Observar las preparaciones bajo el microscopio.

D. Demostracion de la presencia de TNF-a en biopsias de pacientes con
micetoma.
El marcaje se realizé con el kit comercial “Cell and Tissue staining kit” de R&D

Systems de la siguiente manera:

1. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo bloqueador de peroxidasa
(H,O2 al 3%) por 5 minutos.

2. Sumergir la muestra en regulador PBS3, pH 7, durante 5 minutes. Lavar la
muestra suavemente hasta que el peroxido de hidrégeno se libere de las
tejidos.

3. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo blogueador (suero de cabra
en regulador PBS pH7) por 15 minutos. Decantar cuidadosamente y
limpiar el exceso con papel absorbente.

4. Incubar la muestra con 1-3 gotas de reactivo de avidina (6 ml de solucion
avidina con 0.1% de azida de sodio) durante 15 minutos.

5. Enjuagar la muestra con regulador PBS, pH7 y dejar escurrir, limpiar
cuidadosamente el exceso de regulador con papel absorbente.,

6. Cubrir la muestra con 1-3 gotas de reactivo de biotina (6 ml de solucion
de biotina con 0.1% de azida de sodio) por 15 minutos.

7. Enjuagar la muestra con regulador PBS pH7, dejar escurrir y limpiar
cuidadosamente el exceso de regulador con papel absorbente.

8. Incubar la muestra con el anticuerpo primario (suero de cabra anti TNF-
o. humano a una concentracién de 0.1mg/mL de PBS pH7).

9. Enjuagar la muestra con regulador PBS pH7. Sumergir el portacbjetos

tres veces en 40 ml de regulador PBS durante 15 minutos/tavado.
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10. Dejar escurrir y limpiar cuidadosamente el exceso de regulador con papel
absorbente.

11. Incubar [a muestra con 1-3 gotas de anticuerpo biotinado secundario
{anticuerpo secundario anti-cabra en PBS 0.01M) por 30-60 minutos
dependiendo del espesor de la muestra {(entre mas gruesa sea, mayor es
el tiempo de incubacién).

12. Introducir la muestra en regulador PBS pH7 tres veces 15
minutos/lavado.

13. Escurrir cuidadosamente el exceso de regulador.

14. Incubar la muestra con 1-3 gotas de congujado HSS-HRP (conjugado de
streptavidina-peroxidasa de rabano en PBS al 0.01M conteniendo 1% de
proteina acarreadora y 0.04% de conservador) por 30 minutos.

15. Sumergir el portaobjetos tres veces en regulador PBS pH7 durante 2
minutos/lavado.

16. Escurrir cuidadosamente el reqgulador y limpiar el exceso de igual manera
que en las ocasiones anteriores.

17. Cubrir el tejido con solucion de cromogeno que contiene 3 amino-9-
etilcarbazol al2% en 2 mi de regulador de acetatos pH7 adicionado con
H,O, al 0.01%, el cual debe prepararse en el momento inmediato antes
de su uso.

18. Incubar durante 3-20 minutos dependiendo la intensidad de la tincién la
cual se supervisa con un microscopio optico.

19. Lavar con agua destilada por 5 minutos.

20. Montar la muestra después de contrastarse con hematoxilina, durante 10
segundos y enjuagar con agua de la llave.

21. Dejar escurrir verticalmente la muestra en un papel absorbente o toalla
para quitar exceso y dejar secar.

22. Montar en gelatina a una concentracion de 200g/L, y sellar con barniz de
ufas.

23. Observar las preparaciones bajo el microscopio.
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Diagrama que muestra los pasos a seguir para la infeccién in vitro y la
cuantificacion de TNF-g. e IL-18

Cultivo de Actinomadura Obtencion y
madurae, Nocardia brasiliensis, 5 purificacién de
Candida albicans y Madurella manocitos
mycefomalis en agar Dextrosa sanguineos por
Sabouraud. perlas magnéticas
(MACS)

l

Ajuste de la cepa al

tubo No. 1 del Cultivo de células en
Nefelometro de Mac RPMI suplementado
Farland con SBF
(descomplementado)
al 10%
3 dias

v

Opsonizacién de los
diferentes
MICroorganismos
con suero humano
normal por 1 hora a
37°C

r Activacidn de las céiulas
> mononucleares con los
diferentes
microorganismos

Separacion del
medio de
cultivo

Cuantificacion de
TNF-o. e IL-1B por
la técnica
inmunoenzimatica
de ELISA




A. Purificacidon de monocitos sanguineos con perlas magnéticas (MACS).

1. Obtener 20 mi de sangre venosa de cuatro individuos sanos con una
jeringa conteniendo 4 ml de gelatina al 3% en solucién de Alsever estéril,
Mezclar.

2. Dejar sedimentar en posicion vertical a 37 °C por 30-45 min.

3. Colectar el plasma rico en leucocitos manteniendo siempre la jeringa en
posicion vertical y doblando la aguja en un angufo de 75° en 4 tubos
estériles y siliconizados.

4. Centrifugar a 20 °C durante 7 min a 1300 rpm.

5. Eliminar el sobrenadante y despegar el botén del fondo del tubo para
resuspender.

6. Adicionar 1 mL de agua destilada estéril y homogeneizar con la ayuda de
una pipeta Pasteur siliconizada evitando la formacidn de burbujas.

7. Inmediatamente adicionar 10 mL de solucidn de Alsever y homaogeneizar.

8. Centrifugar a 20 °C durante 7 min. a 1300 rpm.

9. Descartar el sobrenadante por decantacién y volver a resuspender el
paquete celular con una pipeta Pasteur estéril y siliconizada de la misma
manera que en el paso 6.

10.Adicionar 1 m} de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
fetal de terera.

11.Remover grumos pasando las células por un embudo cubierto de
organza.

12.Contar las células de la suspensién con azul tripan al 20% vy ajustar a 107
células/30 ul de regulador PBS pH7.

13. Adicionar 10 ul/10” células de reactivo bloqueador FcR y 10 ul de una
mezcla de anticuerpos biotinilados anti CD3, CD7, CD16, CD13, CD56,
CD123. '

14.Mezclar e incubar por 10 min a 4-8 °C.

15. Adicionar 30 wt de regulador PBS pH7/107 células de regulador PBS pH7.
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16.Adicionar 20 wl/10’ de micro esferas que contienen anticuerpo
monoclonal lgG1 de ratén anti-bictina Bio3-18E7.2.

17.Mezclar adecuadamente e incubar durante 15 min a 4-8 °C

18.Lavar con regulador PBS pH7 las células, con un volumen de 10-20
veces mas que el volumen contenido en el tubo.

19.Centrifugar a 1000 rpm por 10 min y eliminar el sobrenadante
compietamente.

20. Ajustar las células resuspendiendo en PBS pH7 a una concentracién de
10%/500 pL de regulador y mantenerlos en bafio de hielo.

21.Colocar la columna “LS", la cual estd compuesta de esferas
ferromagnéticas cubiertas con una capa plastica, en la barra magnética
del separador MACS y adicionar 3 ml de regulador PBS pH7.

22. Pasar la suspension de células por la columna y colectar la fraccion
efluente de células no marcadas y que presentan la fraccion enriquecida

de monaocitos.
23.Lavar la columna tres veces con 3 ml de regulador PBS pH7y en el

mismo tubo colectar el efluente.
B. Cultivo de microorganismos

1. Cultivar Actinomadura madurae, Nocardia brasiliensis, Candida albicans y
Madurelfa sp. a 37 °C en su fase estacionaria en medio Dextrosa-

Sabouraud.
2. Tomar una colonia de cada uno de los microorganismos y resuspender en

solucion salina isotonica (SSI).
3. Ajustar al tubo 1 del nefelometro de Mc Farland que corresponde a
300X 10° unidades formadoras de colonias/ml).

C. Opsonizacién de microorganismos

1. Centrifugar las suspensiones a 1500 rpm y elfiminar el sobrenadante.
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2. Resuspender el sedimento bacteriano en 1 ml de suero humano normal
fresco para asegurar la actividad del complemento.

3. Incubar durante 1 hora a 37 °C.

4. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 min y eliminar el scbrenadante.

5. Resuspender al volumen inicial con medio RPMI-1640 suplementado con

10% de suero fetal de ternera y homogeneizar por agitacion.
D. Reduccién del NBT

1. Ajustar los microorganismos, previamente opsonizados, para activar a los
monocitos en una proporcion de 10 microorganismos/célula.

2. Sembrar en placas de cultivo desechables de 4 pozos (Well Cell Culture
Cluster. Costar®} 1X10® monocitos/mi.

3. Incubar durante 24 horas a 37°C en atmésfera de CO, al 5%.

4. Adicionar a cada pozo 10X10° UFC de cada uno del microorganismo
seleccionado opsonizado con 0.25 ml de NBT al 0.1%.

5. Incubar una hora a 37 °C, en atmosfera de CO, al 5%.

6. Lavar con medio RPMI 1640 suplementado.

7. Cubrir los pozos con safranina al 0.5% en agua destilada durante 10
minutos.

8. Enjuagar con solucién salina.

9. Dejar secar las preparaciones y posteriormente montarfas con resina
sintética,

10.0bservar los fendmenos de ingestion y reduccidon del NBT
(microorganismos azules en el interior) en un microscopio optico bajo el
objetivo de inmersion (100x). El grado de endocitosis ocurrido y la
capacidad de las células para reducir el NBT, se evalua determinando el
porcentaje de células que habiendo fagocitado, han reducido al colorante.

11. Realizar el mismo procedimiento pero a las 48, 72 y 86 horas.
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C. Infeccién de monocitos humanos humanos purificados (fagocitosis)

1. Ajustar los micrgorganismos, previamente opsonizados para infectar a los
monocitos en una proporcion de 10 microorganismos/célula.

2. Sembrar en placas de cultivo desechables de 24 pozos (Well Cell Culture
Cluster. Costar®) 1X10® monocitos/ml.

3. Incubar durante 3 dias a 37°C en atmdsfera de CO2 al 5%.

4. Adicionar a cada pozo 10X10° UFC de cada uno del microorganismo
seleccionado opsonizado, a otro pozo 0.1 mg/mi de LPS el cual se utiliza
como testigo positivo de activacion y se considera la condicidn de cultivo
de monocitos stlo con RPMI 1640 suplementade como testigo negativo
(todo por triplicado paré cada uno de los individuos).

5. Incubar a 37 °C, en atmdsfera de CO; al 5% por 1 hora.

6. Lavar con medio RPMI 1640 suplementado y mantener el cultivo por 24
horas a 37 °C, en atmdsfera de CO; al 5%.

7. Tomar dos alicuotas de 400 pl de cada pozo a las 24 horas y centrifugar
a 1300 rpm durante 2 min.

8. Congelar los sobrenadantes a < 20 °C para la posterior determinacion de

iL-13 y TNF-c. por la técnica de ELISA.
D. Determinacién cuantitativa de IL-1f por la técnica de ELISA

1. Preparar todos los reactivos y los estandares de trabajo.

A. Regulador de lavado. Diluir 20 mL de solucion reguladora
concentrada en 500 ml de agua destilada.

B. Solucion de substrato. Mezclar 12.5 mi de H;O; con 125 de
tetrametilbenzidina 15 minutos antes de usarse y proteger la
solucion de la tuz.

C. Solucién estandar de IL-18. Reconstituir el estandar de IL-1p que

contiene 1.25 ng de IL-1 recombinante humana, con & ml de

42



regulador proteinado para producir una solucién estandar de 250

pg/mL.

D. Realizar una serie de diluciones para la curva estandar agregando

500 il del regulador proteinado en 6 tubos y pipetear 500 pl de la

solucidn estandar en el primer tubo, homogeneizar bien la solucién

y evitar la formacion de espuma antes de trasvasar 500 pl al tubo

siguiente. La solucion estandar sin diluir sirve como estandar

superior con 250 pg/ml y el regulador proteinado sirve como el

estandar cero con 0 pg/ml.

E. Organizar las muestra para la técnica de ELISA.

En la figura 2 se muestra la organizacion de las muestras para la realizacion de

la técnica de ELISA.
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Figura 2. Esquema de la organizacion de las muestras para la cuantificacién de IL-1p.

S. Curva tipo; X. Donador mujer 1; A. Donador hombre 1; G. Donador mujer 2; Y.
Donador hombre 2; By Testigo (-) monocitos sin activar; Ba. Testigo (+) monocitos
activados con LPS; Dg. Direcio de curva estandar.

2. Sacar la placa de su empaque, eliminar los excesos de plasticos vy

regresar la placa a su estuche.

3. Adicionar 50 pl del regulador de bloqueo a cada pozo.



4. Adicionar 200 pl del estandar o muestra en cada pozo. Cubrir los pozos
con la cubierta adhesiva e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

5. Aspirar cada pozo, lavar con regulador y repetir el proceso dos veces méas
para un total de tres lavados. Es importante eliminar perfectamente el
liquido en cada paso, ya que esto es esencial para el buen
funcionamiento de la prueba, por ello después de cada lavado se debe
retirar el liquido por aspiracion o decantacion invirtiendo la placa y
golpeandola suavemente contra una toalla de papel secante.

6. Adicionar 200 pl de anti IL-1p conjugado a cada pozo. Cubrir con una
nueva cubierta adhesiva.

7. Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

8. Repetir el proceso de aspiracidn y iavado del paso 5.

9. Adicionar 200 pi de la solucién de substrato, que contiene peréxido con
tetrametilbenzidina v/v, a cada pozo e incubar durante 20 min. a
temperatura ambiente. Proteger la placa de la luz.

10. Adicionar 50 pl de solucion de detencidn la cual contiene H,SO4 2N a
cada pozo. Si el cambio de color no es uniforme, agitar cuidadosamente
la placa para asegurar su homogenizacion.

11. Determinar la densidad 6ptica de cada pozo antes de 30 min, usando un
lector de microplacas y establer |la correccidn a 540 o 570nm a los valores
obtenidos a 450 nm para corregir las imperfecciones oticas de la placa.

12. Promediar las lecturas por triplicado para e! estandar, el control y las
muestras para substraer a estos valores la densidad Optica leida con el
estandar cero. Calcular la curva estandar graficando la medida de las
absorbancias para cada concentracién del estandar (250 pg/mi, 125
pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8 pg/ml y 3.9 pg/m!) en el eje
y contra la concentracion de los mismos en el eje x. Para linealizar los
datos, se debe graficar el logaritmo de la concentracién de IL-18 contra el
logaritmo de la densidad dptica y la mejor linea se calcula por analisis de

regresion.



13. Determinar la significancia de la diferencia entre las medias, utilizando la
prueba de T student para muestras pareadas; p<0.05 es considerada

como indicacion de significancia.

E. Determinacion cuantitativa de TNF-a por la técnica de ELISA

1.  Preparar todos los reactivos y los estandares de trabajo.

A. Regulador de lavado. Diluir 20 mL de solucion reguladora

concentrada en 500 ml de agua destilada.

B. Soluciébn de substrato. Mezclar 12.5 ml de H;O, con 125 de
tetrametilbenzidina 15 minutos antes de usarse y proteger la
solucion de la luz.

C. Solucién estandar de TNF-o. Reconstituir el estandar de TNF-o
que contiene 1.25 ng de TNF-o. recombinante humana en 1 ml de
agua desionizada para producir una solucién estandar de 1000
pg/mL.

D. Realizar una serie de diluciones para la curva estandar agregando
500 pl del regulador proteinado en 6 tubos y pipetear 500 pl de la
solucion estandar en el primer tubo, homogeneizar bien la solucidn
y evitar la formacién de espuma antes de trasvasar 500 pl al tubo
siguiente. La solucién estandar sin diluir sirve como estandar
superior con 1000 pg/ml v el regulador proteinado sirve como el
estandar cero con 0 pg/mil.

E. Organizar las muestra para la técnica de ELISA.

En la figura 2 se muestra la organizacion de las muestras para la realizacion de
la técnica de ELISA.
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Figura 2. Esquema de la organizacién de las muestras para la cuantificacion de TNF-c.

S. Curva tipo; X. Donador mujer 1; A. Donador hombre 1; G. Donador mujer 2; Y.
Donador hombre 2; Bu. Testigo (-) monocitos sin activar; Bs. Testigo (+) monocitos
activados con LPS; Ds. Directo de curva estéandar.

2.

Sacar la placa de su empaque, eliminar los excesos de plasticos vy

regresar la placa a su estuche.

3.
4.

Adicionar 50 pl del regulador de blogueo a cada pozo.

Adicionar 200 pl del estandar o muestra en cada pozo. Cubrir los pozos
con la cubierta adhesiva e incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
Aspirar cada pozo, lavar con regulador y repetir el proceso dos veces mas
para un total de tres lavados. Es importante eliminar perfectamente el
liquido en cada paso, ya que esto es esencial para el buen
funcionamiento de la prueba, por ello después de cada lavado se debe
retirar el liquido por aspiracidén o decantacién invirtiendo la placa vy
golpeandola suavemente contra una toalla de papel secante.

Adicionar 200 pl de anti TNF-a conjugado a cada pozo. Cubrir con una
nueva cubierta adhesiva.

Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

Repetir el proceso de aspiracién y lavado del paso 5.
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9. Adicionar 200 pl de la solucidon de substrato, que contiene perdxido con
tetrametilbenzidina v/v, a cada pozo e incubar durante 20 min. a
temperatura ambiente. Proteger la placa de la luz.

10. Adicionar 50 ul de solucion de detencidén la cual contiene HySO4 2N a
cada pozo. Si el cambio de color no es uniforme, agitar cuidadosamente
la placa para asegurar su homaogenizacion.

11.Determinar la densidad éptica de cada pozo antes de 30 min, usando un
lector de microplacas y establer la correccidon a 540 o 570 nm a los
valores obtenidos a 450 nm para corregir las imperfecciones Gticas de la
placa.

12. Promediar las lecturas por triplicado para el estandar, el control y las
muestras para substraer a estos valores la densidad Optica leida con el
estandar cero. Calcular la curva estandar graficando la medida de las
absorbancias para cada concentracién del estandar (1000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml y 15.6 pg/ml}) en el gje
y contra la concentracion de los mismos en el eje x. Para linealizar los
datos, se debe graficar el logaritmo de la concentracion de TNF-a contra
el logaritmo de la densidad optica y la mejor linea se calcula por analisis
de regresion.

13. Determinar la significancia de la diferencia entre las medias, utilizando la
prueba de T student para muestras pareadas; p<0.05 es considerada

como indicacidn de significancia.
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RESULTADOS

Analisis inmunohistoquimico.

Piel normal

La apreciaciéon histologica de piel normal se presenta en la microfotografia 1, en
la que se puede observar la epidermis, la dermis, el tejido fibroso conectivo y un
poco de la capa muscular en condiciones normales tefiidos con Hematoxilina-

Eosina.

i 3% T

Microfotograffa 1. Piel humana normal. (10X)

Micetoma por Nocardia brasiliensis

En la microfotografia 2 se presenta un micetoma por Nocardia brasiliensis tefido
con hematoxilina-eosina, donde se observa la dermis con infiltrado inflamatorio
y predominio de neutréfilos, formacion de microabscesos, histiocitos epiteloides,
linfocitos, los vasos sanguineos se encuentran dilatados, congestionados,

infiltrados y engrosados.

SO '4 o, e

Microfotografia 2. Micetoma por Nocardia brasiliensis. (10x)
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La presencia de produccion de IL-13 en micetoma por Nocardia brasiliensis se
muestra en la microfotografifa 3, donde se observa el grano producido por
Nocardia brasiliensis en coloracién roja por la marca al tratarse con anti-1L-

1B humana.

Microfotografia 3. Micetoma por Nocardia brasifiensis marcado con anti IL-
1B. (10x)

La demostracién de TNF-a en micetoma por Nocardia brasifiensis se muestra en

la microfotografia 4 en la que se observa la presencia de TNF-a en el grano y

en células de la capa espinosa de la epidermis.

Microfotografia 4. Micetoma por Nocardia brasiliensis marcado con anti TNF-
o (10x)
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Micetoma por Actinomadura madurae

El micetoma por Actinomadura madurae provenientes de paciente se muestra en
la microfotografia 5 donde se observa un actinomicetoma por Actinomadura
madurae con un contorno cartografico, bacterias de forma filamentosa de color
violeta debido a [a hematoxilina, se puede considerar de naturaleza acida debido
a su reaccion con la hematoxilina de naturaleza basica, hay presencia de

pseudoclavas que forman el fleco caracteristico de este grano.

Microfotografia 5. Grano caracteristico de Actinomadura madurae tefiido con

Hematoxilina-eosina. (10x)

La presencia de las interleucinas proinflamatorias (IL-1B y TNF-o) en lesiones de
micetomas por Actinomadura madurae se presentan en las microfotografias 6 y
7 en las que se puede observar la marca con anti-IL-13 y anti TNF-a en el grano

caracteristico de Actinomadura madurae y zona adyacente.

Microfotografia 6. Micetoma por Actinomadura madurae marcado con anti IL-
£B. (10x}
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Microfotografia 7. Micetoma por Actinomadura madurae marcado con anti TNF-
o. (10x)

Micetoma por Madurella

En las microfotografias 8,9 y 10 se muestra el estudio del micetoma por
Madurella mostrandose primero el grano tefiido con hematoxilina-eosina,

posteriormente revelado por IL-1[3 y por Gltimo el revelado para TNF-q.

En la microfotografia 8 se muestra el corte de un eumicetoma por Madurella
donde se observa un grano de color amarillo-ambar a café claro como resultado

de la tincion.

Microfotografia 8. Hematoxilina y eosina en corte de biopsia por Madurella sp.
(40x)
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En la microfotografia 9 se puede observar la marca con anti-IL-1(3 en el grano.

Microfotografia 9. Micetoma por Madurelia sp marcado con anti IL-15. (10x)

En la microfotografia 10 se observan las células de la epidermis (capa de
células espinosas) productoras de TNF-o, en un corte de piel con micetoma por
Madurella.

Microfotografia 10. Micetoma por Madurella sp marcado con anti-TNF-o. (10x)
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Infecciéon de monocitos humanos humanos purificados (fagocitosis).

El dato tedrico de valores normales de linfocitos extraidos en sangre
completa es de 20X10° células por cada 20 m!® de acuerdo a los resultados
en nuestros ensayos por cada 20 mi de sangre se obtuvo un promedio de
13X10° células/ml., es decir el 65% de rendimiento, dato relativamente bajo
con respecto al tedrico, esto puede ser debido a la manipulacidn de células

durante el desarrolio de la técnica, entre otras.

Para lograr la transformacién de los monocitos humanos a macrdfagos se
realizo el estudio para observar ésta y se probé el tiempo de activacion y

fagocitosis de las ceélulas mononucleares.

Se incubaron los monocitos purificados durante 24, 48, 72 y 96 horas y en
cada uno de estos tiempos se llevd a cabo la prueba de fagocitosis usando
Candida albicans vy activacion de las células mediante la reduccién del
nitroazul de tetrazolio (NBT), llevandose a cabo en cinco repeticiones,
obteniéndose los siguientes resultados, la mejor activacién de las células

ocurrid a las 72 hrs.

Tiempo (hrs) | Fagocitosis (%) | Activacion (%)
24 29 31
48 67 64
72 86 86
96 43 54

TABLA 1. Tiempo de incubacion celular, eficiencia en la fagocitosis y activacion
de las mismas estimuladas con Candida albicans. (testigo positivo)

Una vez que se conocié el tiempo ideal en el cual los monocitos presentaron el

mejor porcentaje de fagocitosis y activacion se procedid a cuantificar la

secrecién de citocinas por estas células.
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Determinacién de citocinas secretadas en sobhrenadantes de cultivo

Después de que se encontré el tiempo ideal de incubacion para llevar a cabo la
fagocitosis se infectaron las células de cada uno de los donantes con Madurella
sp, Actinomadura madurae, Nocardia brasiliensis y Candida albicans, para

obtener los scbrenadantes a las 24 hrs post infeccién.

La determinacién de IL-1f3 secretada, en los sobrenadantes de los cultivos de
cétulas mononucleares de donantes normales estimuladas por agentes
productores del micetoma y Candida albicans por la técnica de ELISA se
presenta en la TABLA II.

Micetoma por. | Deonador 1 (M) | Donador 2 (M) | Donador 3 {H) | Donador 4 (H)
pg/mL pg/Mi pa/mL pg/mL
Madurella 135.73 146.64 241.18 239.36
mycetomatis
Candida 94 .82 81.18 117.54 104.82
albicans
Nocardia 157.55 152.09 307.55 314.82
brasiliensis
Actinomadura 115.73 114.82 423.0 393.0
madurae
Testigo 35.18 29.36 42.09 32.09
negativo
Testigo positivo 132.55 1560.27 156.64 147.54

TABLA 1. Concentracidon de IL-1p secretada por células mononucleares de
pacientes normales estimuladas por agentes productores de micetoma.

T(-) Monocitos sin activar

T(+) Monocitos activados con LPS

La concentracion de IL-1 encontrada en el medic de cultivo a las 72 horas de

incubacion celular, después de 24 horas post infeccion es mayor para




Actinomadura madurae seguida en orden descendiente por Nocardia

brasiliensis, Madurella sp y Candida albicans, cuando las células provienen de

donadores masculinos, como se muestra en la grafica 1.5.

Grafica 1. Estimulacion de la produccion de IL-18 in vitro por agentes de

micetomas en monocitos humanos de personas sanas.
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Grafica 1.5 Grafica 1.6
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Para las determinaciones de TNF-¢. se utilizaron los mismos sobrenadantes que

en el estudio anterior, obteniéndose los siguientes resultados: (TABLA lIl)
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Micetoma por: | Donador 1 (M) | Donador 2 (M) | Donador 3 {H) | Donador 4 {(H}
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Madurella 115 125 46 46
mycetomatis
Candida 105 90 70 46
albicans
Nocardia 52 65 52 52
brasiliensis
Actinomadura 115 95 46 38
madurae
Testigo 10 15 10 10
negativo
Testigo positivo 38 46 46 30

TABLA lll. Concentracién de TNF-a secretada por células mononucleares de
individuos sanos estimuladas por agentes productores de micetoma.

T(-) Monocitos sin activar T(+) Monocitos activados con LPS

En el caso de los dos primeros donadores (mujeres) se encontraron los mayores
titulos comparados con los varones y el microorganismo que mas estimulé a
estas celulas en la produccion de TNF-a en orden decreciente es: Madurelfla sp,
Actinomadura madurae y Candida albicans, Nocardia brasiliensis.

En el caso de los varones el microorganismo que mas estimulo a sus células en
la produccién de TNF-a. en orden decreciente fue: Candida albicans, Nocardia
brasiliensis, Actinomadura madurae y Madurella sp.

Como se muestra en las siguientes graficas.

Grafica 2. Estimulacién de la produccion de TNF-¢ in Vitro por agentes de

micetoma a células mononucleares humanas normales.
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Grafica 2.5
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Grafica 2.7
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Estos ultimos resultados se asemejan mas a otros estudios realizados por
nuestro laboratorio, en donde se encontrd que el mayor titulo de IL-if3 en un
estudio en ratén Balb/c infectados con Madurefla, Candida albicans fue a las seis
semanas de infeccidén siendo mas del doble el titulo encontrado para Candida
albicans (500 pg/ml) que el encontrado en Madureifa (250 pg/ml).*

Por otra parte en este estudio encontramos titulos mas altos de TNF-¢ en los

donadores mujeres que en los donadores hombres.
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DISCUSION

En todos los cultivos de macrofagos se obtuvo activacién celular por estos
microorganismos, en el caso de las mujeres hay mayor cantidad de IL-13 cuando
son estimuladas con Nocardia brasifiensis seguido de Madurella, Actinomadura
madurae y Candida albicans. La concentracion de IL-13 en macrofagos
estimulados por estos microorganismos es similar a lo encontrado con el testigo
positivo (lipopolisacarido). Para el caso de los hombres las concentraciones de
IL-1B de los testigos son similares que en el caso de las mujeres pero cuando
estas células se activaron con los microorganismos las concentraciones de IL-1p
fueron mucho mayores en comparacion con las concentraciones de |L-
18 encontrados en las mujeres. Las concentraciones encontradas de esta
interleucina en orden descendiente fue Actinomadura madurae , Nocardia
brasiliensis, seguido por Madurella y finalmente Candida albicans, pero todos
activaron ya que dan valores al doble del testigo negative y cantidades
semejantes 0 mayores al testigo positivo, como lo muestran las graficas 1.5,1.6
y1.7.

La concentracién de TNF-o encontrado, en los testigos tanto en hombres como
en mujeres fue similar en ambos casos (25pg/ml testigo negativo y 45 pg/ml
testigo positivo). En el estudio realizado con macrofagos de donadores
femeninos encontramos que todos los microorganismos estimularon la
produccion de TNF-o en concentraciones de casi el doble de fa encontrada en el
testigo positivo (LPS) encontrandose aproximadamente la misma concentracion
cuando se estimuld con A. madurae, C.albicans, Madurefla y en menor
concentracion N. brasiliensis.

Por otra parte los macriéfagos de hombres no dieron cantidades tan elevadas
como en el caso de las mujeres, los valores encontrados cuando estimulamos
con los microorganismos se encuentran en un rango entre 50-70 pg/ml y casi el
mismo valor que el encontrado cuande se estimuld con LPS, lo que representa

un valor casi del doble del testigo negativo. El microorganismo que mas estimula
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la produccién de TNF-o. dentro de éste mismo rango son C. albicans,
N.brasiliensis y en valores similares A. madurae y Madurella.

Cabe hacer notar que hubo produccién tanto de IL-1B como de TNF-a por estos
macréfagos cuando fueron estimulados con estos microorganismos, dando
concentraciones mayores que las encontradas por el testigo positivo, y esta es ia
razdn por la cual al encontrarse la presencia tanto de IL-1f3 como de TNF-o hay
reclutamiento de neutrofilos y monocitos en el sitio de la infeccion, y por los
mismo la activacion de estas células para tratar de erradicar a los
microorganismos infectantes. Nosotros al observar un micetoma en donde
tenemos un grano (acumulo de microorganismos) lo encontramos rodeado en
mayor proporcién por células polimorfonucleares y macréfagos, esto explica la
presencia de, estas citocinas, las cuales contribuyen a la estimulacién de
reacciones inflamatorias locales. En algunos casos como se observa en la
microfotografia 5, el grano de Actinomadura madurae se segmenta por la
infiliracién de células inflamatorias activadas tratando de destruir ai
microorganismo.

Uno de los mecanismos mediante el cual estos microorganismos resisten el
ataque por las células fagociticas es porque se encuentran amalgamados en un
cemento constituido por un polisacarido, en el caso de infeccién por
Actinomadura madurae es un polisacarido acido sulfatado, en el caso de
Nocardia brasiliensis es un lipopolisacarido neutro y en Madurelfa aiin no se ha
encontrado. Otro mecanismo por el cual, en el caso de la Nocardia asteroides,
que resiste a la fagocitosis es porque ésta es capaz de producir una superoxido
dismutasa que nos transforma al ién superdxido en perdxido de hidrégeno y una
catalasa que transforma a este QOltimo en agua. Es por esto que en el caso de
este microorganismo es posible encontrar una diseminacion hematdgena.

Es probable que, como el micetoma es una infeccion crénica, donde hay la
presencia en poca cantidad de linfocitos, una de las citocinas que ayudan en el
proceso inflamatoric sea el TNF- el cual seria interesante estudiar mas

adelante.
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CONCLUSIONES

La presencia de IL-1B y TNF-& nos explica el porque el micetoma esta
formado por un grano rodeado por células polimorfonucleares vy
macréfagos, aunque aparece después de un largo periodo de infeccion

que es de aproximadamente 5 anos.

En pacientes con micetoma se encontré la presencia tanto de IL-13 y
TNF-0. en todas las biopsias estudiadas (Nocardia brasiliensis,

Actinomadura madurae y Madurelfa sp).

De los microorganismos estudiados los que mejor activan a los
macrofagos in vitro en orden decreciente son: Candida albicans, Nocardia

brasiliensis, Actinomadura madurae y Madurella sp.

Todos los microorganismos estudiados son capaces de activar a los
monocitos transformados a macréfagos, ya que se encontraron valores
del doble de lo que presentaron las células sin estimular y las estimuladas

con lipopolisacarido tanto de IL-13 como de TNF-o.

Por tanto con estos resultados se demuestra la participacién de las citocinas

proinflamatorias (IL-18 v TNF-a) como efectoras del proceso infeccioso in

vivo e in vitro.
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GLOSARIO

IL-18. Interleucina 1beta.

TNF-q. Factor de necrosis tumoral alfa.

T CD4+. Linfocito T CD4+.

T CD8+, Linfocito T CD8+.

IL-12. Interleucina 12.

IFNY. Interferon gamma.

Tu1. Subplobacién funcional de células T cooperadoras.
Tw2. Subplobacién de células T cooperadoras.

ELISA. Analisis de inmonoabsorcion ligado a enzimas.
ROI. Intermediarios reactivos de oxigeno.

0. Radical superdxido.

H.0,. Peroxido de hidrogeno.

OH" . Radical hidroxilo.

NO. Oxido nitrico.

APC. Céluila presentadora de antigeno.

MHC. Complejo principal de histocompatibilidad.

MHC-1. Complejo principal de histocompatibilidad de clase I.

MHC-Il. Complejo principal de histocompatibilidad de clase Il.

HE. Hematoxilina-eosina.

PAS. Acido peryddico de Schiff.

DDS. Diamino difenil sulfona.

TGF. Factor de crecimiento transformante.

CSF. Factor estimulante de colonias.

G-CSF. Factor estimulante de colonias de granulocitos.
M-CSF. Factor estimutante de colonias de monocitos.
LPS. Lipopolisacarido.

BCG. Bacilo de Calmette-Guérin.

TNF-B. Factor de necrosis tumoral beta.

LB. Linfocito B.
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NK. Células citocidas naturales.

ARN,,. Acido ribonucleico mensajero.
PGE. Prostaglandina E.

LT. Leucotrienos.

IL-12. Interleucina 12.

PBS. Solucion amortiguadora de fosfatos.
AEC. 3-amino-9-etilcarbazol.

MACS. Magnetic cell sorting.

FcR. Receptor para fraccién Fc.

Fc. Fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas.

SSI. Solucion salina isotonica.

UFC. Unidades formadoras de colonias.
NBT. Nitroazul de tetrazolio.

PMN. Leucocito polimorfonuctear.

HSS-HRP. Streptavidina-peroxidasa de rabano.
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