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Resumen

El actinomicetoma es una enfermedad infecciosa crdnica, progresiva de la piel
y tejido subcutaneo de tipo inflamatorio, caracterizadas por edema, deformidad
de la region, nodulos eritematosos y fistulas que drenan material filante o
seropurulento. Nocardia brasiliensis es uno de los principales agentes causales
de esta infeccion que a su entrada activa la respuesta inmune innata y
posteriormente genera granos en la regién infectada.

En el presente trabajo se evalu6 mediante un modelo in vitro la activacion de
queratinocitos y la sobreexpresién de sus receptores (TLR-2, TLR-4, TLR-6)
frente a una infeccion por Nocardia brasiliensis y en consecuencia la
produccién de citocinas prioinflamatorias (TNF-a, IL-1B3, IL-8, IL-6, MCP-1)
capaces de participar en una respuesta inmune contra el actinomicetoma. De
esta manera, se analiz6 la participacién de los queratinocitos como células
inmunolégicamente activas en el actinomicetoma por Nocardia brasiliensis.

Se realizaron cultivos de queratinocitos HaCaT en monocapas de 400 mil
células las cuales se infectaron con una suspension bacteriana de Nocardia
brasiliensis en fase exponencial (MOI 10:1) siguiendo una cinética de 0, 2, 6,
24, 48 y 72 h post-infeccion y a partir de ellas con el medio se realizé la
cuantificacion de citocinas por la técnica de ELISA. Con las células lisadas se
extrajo mRNA para hacer determinaciones por PCR tiempo real.

Se obtuvieron monocapas de células HaCaT con 40 mil células para cada
tiempo de infeccion con cubreobjetos estériles, paralelamente y para tener un
control positivo de la expresion de TLRs, se estimularon monocapas de células
HaCaT con PMA (forbol- miristato-acetato); todo ello para hacer una
determinacién con microscopia confocal.

Los resultados mostraron que los queratinocitos humanos infectados con
Nocardia brasiliensis contribuyen con la generacibn de un ambiente
proinflamatorio caracterizado por la presencia principalmente de IL-8 y MCP-1
asi como de IL-6, TNF-a e IL-1B en menor cantidad.

En este estudio se realizd la evaluacion de tres receptores tipo Toll, TLR2,
TLR4 y TLR6, los queratinocitos humanos expresan de manera constitutiva los
tres receptores, sin embargo cuando las células fueron infectadas con M.
brasiliensis se observo una sobreexpresion de los receptores TLR4 y TLR6, de



los cuales la expresidon de TLR4 fue en mayor proporcién, lo cual quedd
demostrado con los experimentos de gPCR y microscopia confocal. Respecto
al TLR2 no encontramos diferencias en los niveles de expresion a lo largo de la
cinética de infeccion.

Por lo anterior se concluye que los queratinocitos humanos HaCaT infectados
con N. brasiliensis son células que contribuyen a la generacion de un ambiente
proinflamatorio por la produccién de IL6 y TNF o, aunado a esto también
generan moléculas quimiotacticas como MCP1 e IL8 las cuales podrian

contribuir al reclutamiento de neutréfilos y monocitos.
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Estudio de la expresion de los receptores tipo-Toll (TLR2, TLR4 y TLR6),
y la cuantificacion de las citocinas proinflamatorias (TNF-o, IL- 13, IL-8,
MCP-1 e IL-6) en queratinocitos humanos (HaCaT), activados con
Nocardia brasiliensis.

1. Introduccioén.

El actinomicetoma es una enfermedad infecciosa crdnica, progresiva de la piel
y tejido subcutaneo de tipo inflamatorio causada por bacterias filamentosas
(actinomicetos), se caracteriza por presentar edema, deformidad de la region,
nddulos eritematosos y fistulas que drenan material filante o seropurulento que
contiene microcolonias de los agentes causales en forma de granos[1,2,3],
puede afectar fascia, musculo y hueso subyacente; es [4,5,6,7]. En México los
actinomicetomas por el género Nocardia son la principal causa de las
infecciones, de éste la especie brasiliensis es la mas frecuente, el resto
corresponden a Actinomaduray Streptomyces somaliensis [8,9].

Nocardia brasiliensis uno de los principales agentes causales de esta infeccion
que a su entrada al organismo por inoculacion traumatica activa la respuesta
inmune innata, ademas de que posteriormente cuando la infeccién ya se
encuentra establecida genera granos con forma arrinonada en la regién
infectada[10, 11, 12,13].

Debido a que el micetoma es un padecimiento de la piel es necesario
reconocer los elementos que participan en el reconocimiento y respuesta de
este patégeno, de inicio la epidermis humana provee la primera linea de
defensa contra patégenos exdgenos, en donde los queratinocitos representan
la principal poblacion celular estableciendo un medio local de citocinas y
quimiocinas necesarias para atraer a otras células que participan en la
respuesta inmune contra estos patégenos [14].

En el afno 2009 se encontrd que en los actinomicetomas por N. brasiliensis y
por A. madurae mostraban una marcada presencia de IL-13 y TNFa en los
queratinocitos, quienes juegan diversos papeles en la respuesta inmunitaria
contra las infecciones, l0 que supone la estimulacion de estas células [15].

Esta estimulacién depende del reconocimiento de los patégenos por las células
de la inmunidad innata, la cual estd mediada por receptores de reconocimiento



de patrones (PRRs), que reconocen a los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) [16,17].

Entre las células de la inmunidad innata se encuentran los queratinocitos que al
ser estimulados por los microorganismos inducen la produccién de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B), quimiocinas (IL-8/CXCL8), y péptidos
antimicrobianos (hBD-2), tras la activacion de los receptores tipo Toll
(TLRs)[15].

Los receptores tipo Toll, en humanos, comprenden a una familia de 11
receptores con distintos perfiles de reconocimiento. En los queratinocitos
humanos se conoce la expresion de los receptores tipo Toll (TLR), del TLR-1 al
TLR-6y TLR-9 al TLR-10.

En este contexto, TLR-2 es el principal receptor para bacterias Gram positivas,
reconociendo a la peptidoglicano (PGN), &cido lipoteicoico (LTA) vy
lipoproteinas bacterianas. A su vez, el TLR-2 puede formar heterodimeros con
el TLR-1 (TLR-2/TLR-1) que reconoce a los lipopéptidos tripalmitoilados como
el N-palmitoil-S-[2,3-bis (palmitoil)-(2RS)-propil]- cisteinil-alanil-glicina
(PamCys). Por otra parte, TLR-4 es estimulado por el lipopolisacarido (LPS)
de bacterias Gram negativas, y el TLR-6 interactua con el TLR-2 (TLR-2/TLR-6)
formando un heterodimero que reconoce a los diacil-lipopéptidos, como el
acido lipoteicoico (LTA) [16,17]. Aunque también este mismo receptor (TLR-6)
por si mismo puede reconocer diacil lipopeptidos y de esta forma activarse
[18].

En general, se observa en modelos In vivo que el reconocimiento de patdégenos
a través de los TLRs inicia una respuesta inflamatoria caracterizada por el
reclutamiento de células inmunes como son los polimorfonucleares neutréfilos
en el sitio de la infeccidn para eliminar al patégeno invasor.

En cultivo de queratinocitos humanos se ha observado que, al utilizar
Staphylococcus aureus atenuado por calor y Candida albicans para activar las
células, el peptidoglicano induce la secrecién de TNF-a, IL-13 e IL-6 [16]. El
TNF-o. no solamente aumenta las propiedades bactericidas de los neutréfilos,
sino también promueve la adhesién de neutréfilos a las células endoteliales por
la induccién de la expresion de la selectina E [14,16]. En el presente trabajo se

evalué mediante un modelo in vitro la activacion de queratinocitos y la



sobreexpresion de sus receptores (TLR-2, TLR-4, TLR-6) frente a una infeccion
por Nocardia brasiliensis y en consecuencia la producciéon de citocinas
prioinflamatorias (TNF-ca, IL-1, IL-8, IL-6, MCP-1) capaces de participar en una
respuesta inmune contra el actinomicetoma. De esta manera, se pretende
analizar desde el contexto de la respuesta inmune innata la participacion de los
queratinocitos como células inmunolégicamente activas en el actinomicetoma

por Nocardia brasiliensis.



2. Antecedentes

La investigacion sobre el actinomicetoma y su relacion con la inmunidad de la
piel ha sido un tema relevante. Ademas de que, el destacar la participacion de
los queratinocitos en este tipo de infeccion crénica, ha sido crucial para
suponer un posible mecanismo en el cual se explique la presencia del tipo
celular presente en el sitio de la lesién.

En el laboratorio de Inmunologia de la Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Xochimilco previamente a la realizacion de este trabajo, se habia
investigado la presencia de citocinas producidas en el sitio de la lesion, en
biopsias de pacientes anteriormente diagnosticados con micetoma (por N.
brasiliensis, A. madurae) proporcionadas por el Departamento de Micologia del
Centro Dermatologico Dr. Ladislao de la Pascua y del Hospital Dr. Manuel Gea
Gonzélez debido a que se habia observado, que los queratinocitos participan
activamente en la respuesta inmunitaria innata, ya que expresan receptores
tipo Toll (TLRs) y son una fuente importante de citocinas, quimiocinas y
péptidos antimicrobianos, y son capaces de expresar antigenos del MHC de
clase .

Lo anterior derivé en un articulo en el afio 2009, en el que se reportd que en los
actinomicetomas por N. brasiliensis y por A. madurae, se mostraban una
marcada presencia de IL-13 y TNFo en los queratinocitos, quienes juegan
diversos papeles en la respuesta inmunitaria contra las infecciones, lo que
suponia la estimulacion de estas células [15].

Por otra parte, en el 2011 en un reporte de servicio social del mismo
laboratorio pero en el cual el enfoque fue la busqueda de la presencia de los
receptores tipo Toll 2 y 4 en cortes histolégicos de lesiones de pacientes con
actinomicetomas por N. brasiliensis. Se estudid la activacion tanto en el grano
como en el tejido especificamente en la zona de queratinocitos.

De esta forma se observd que ambos se encontraban presentes en el tejido,
sin embargo, era notable el hecho de que de los dos receptores el TLR4 es el
que se expresa en mayor concentracién, lo que suponia una accién

posiblemente relacionada con la atraccién celular [19].



3. Marco teorico

3.1 Actinomicetos

Los actinomicetos forman un grupo grande y diverso de bacilos Gram positivos,
cuyas células se elongan para dar formas filamentosas, ramificadas. La
proporcién y la magnitud de la elongacién de los filamentos (hifas) con
ramificaciones laterales dependen de la cepa, del medio de crecimiento y de la
temperatura de incubacion. Algunos microorganismos forman filamentos o
hifas, en la superficie del agar mientras que otros se proyectan en el aire y
pueden ser aerobios, anaerobios facultativos o anaerobios obligados.

Los géneros Nocardia, Rhodococcus, Gordona y Tsukamurella son
actinomicetos aerobios parcialmente acido-alcohol resistentes que pertenecen
a la familia Nocardiaceae [20].

3.1.1 Nocardia

Los microorganismos pertenecientes al género Nocardia son Gram positivos,
acido-alcohol resistente variable, catalasa-positivos y aerobios estrictos, que a
medida que se desarrollan forman hifas trepadoras e hifas aéreas. Cuando los
microorganismos envejecen las nocardias se fragmentan en bacilos pleomorfos
o elementos cocoides, cuya pared celular se caracteriza por la presencia de
acido mesodiaminopimélico (DAP) asi como los azlcares arabinosa y
galactosa en su peptidoglicano de la pared celular. De las 11 especies
descritas del género Nocardia solamente 9 se han considerado como
patdgenas o que estan implicadas en enfermedades del ser humano, a saber:
Nocardia asteroides sensu stricto, N. nova, N. farcinica, N. brasiliensis, N.
otitidiscaviarum, N. transvalensis, N. brevicatena, N. carmea y N.
pseudobrasiliensis [20].

Nocardia se ha considerado, por varios autores, como uno de los principales
agentes causales de los actinomicetomas e incluso debido a su capacidad para
invadir el cerebro de muchos mamiferos, se le considera capaz de causar
diversas infecciones en el sistema nervioso de los humanos [21]. Las lesiones
que ocurren con mayor frecuencia se presentan en pies, pues Nocardia
comunmente se encuentra en el suelo, siendo los trabajadores de campo los

mas afectados [22].
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3.1.2 Nocardia brasiliensis

Nocardia brasiliensis es una bacteria intracelular facultativa Gram positiva,
parcialmente acido alcohol resistente [12], que vive como un saproéfito en el
suelo y entra a la piel por inoculacién traumatica, produciendo inflamacién
cronica con fistulas y abscesos [5,20]. Forma colonias de aspecto yesoso,
blanquecinas o salmonadas con aspecto de “palomitas de maiz”, la tipificacion
en el caso de brasiliensis es con hidrolisis de caseina positiva [9].

Su envoltura celular se caracteriza por tener una cantidad abundante de lipidos
con estructuras quimicas inusuales, distribuidos en tres componentes
principales de la pared celular; a saber la membrana celular, el complejo
micoloil-arabinogalactano- peptidoglicana (MAPc) y la capa de la membrana
externa.

Los lipidos que integran la capa de la membrana externa son lipidos que
contienen trehalosa, glicolipidos, lipidos solubles en dietil éter, acido
tuberculoestearico, nocobactin y nocardonas [22].

Nocardia brasiliensis es considerada como el principal agente etioldgico
causante de actinomicetomas en México, Sudamérica y Africa [5,23].

La infeccidn por Nocardia brasiliensis muestra en los cortes histologicos de los
pacientes y en animales de experimentacion un grano caracteristico con forma
arrinonada (Figura 1), rodeado de numerosos neutréfilos polimorfonucleares,
seguidos de macroéfagos, células gigantes y muy pocos linfocitos [20,24]. Sus
granos son pequerios miden de 40 a 150 um, son poli lobulados o vermiformes
[9].

L VN Y

Figura 1. Granos caracteristicos de la infeccion por Nocardia brasiliensis. Tejido de
almohadilla plantar de ratén con micetoma, inmunohistoquimica indirecta para
identificar el IFN-y, (10X).
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3.2. Micetoma

El micetoma es una infeccién subcutdnea crénica de gran importancia en el
mundo que afecta principalmente a las poblaciones mas pobres y las regiones
rurales de Africa, Latino América y Asia en latitudes definidos como el “cinturén
del micetoma”[25], en México toma gran relevancia debido a su frecuencia y la
gravedad de algunos casos [26].

Esta infeccidn cronica de la piel, se caracteriza por un aumento de volumen de
la lesidn relativamente indoloro y fistulas a través de las cuales se elimina pus y
granos, constituidos por filamentos. Tiende a afectar a los tejidos subyacentes
y a los huesos. Los diversos agentes causales (mostrados en la Tabla 1) son
de origen exégeno y pueden ser hongos (eumicetoma) o actinomicetales
(actinomicetoma) [22,26].

Tabla 1. Agentes etioldgicos del actinomicetoma y eumicetoma*

Actinomicetomas Eumicetomas

Nocardia brasiliensis Granos negros

Nocardia asteroides complex Madurella mycetomatis

Nocardia  otitidiscaviarum  (Sinonimo Trematospheria grisea (Sinonimo de

Nocardia caviae) Madurella grisea)

Nocardia spp Medicopsis  romeroi  (Sinonimo  de
Pyrenochaeta romeroi)

Actinomadura madurae Exophiala jeanselmei

Actinomadura pelletieri Cladophialophora bantiana (CBS 16363

Streptomyces somaliensis Cladophialophora  mycetomatis  (CBS
122637)

Doble etiologia Granos hialinos (blancos o amarillentos)

N. brasiliensis+N. asteroides s.l. Scedosporium boydii (sinénimo de

Pseudallescheria boydii)
N. brasiliensis+A. madurae Fusarium solani complex (CBS: 135554)
Acremonium sp
Aspergillus nidulans
Microsporum canis

*Se describen algunos ejemplos de los agentes etiolégicos de los micetomas,
especificamente los que presentan mayor relevancia en México, sin embargo; han
sido reportados una amplia variedad de agentes causales tanto para actinomicetomas
como para eumicetomas. Tomado y modificado de [25]
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Afecta generalmente la extremidad inferior y de éstas el pie, ya que se trata de
areas expuestas directamente a la infeccion en 70 a 75% de los casos pero
puede aparecer en cualquier region del cuerpo [13].

Su evolucidon es cronica y asintomatica durante los primeros meses de
apariciéon, que fue el resultado de una implantacion traumatica de
microorganismos del suelo en el tejido subcutaneo [13,25].

La prevalencia del micetoma es principalmente en las cercanias del Tropico de
Céancer [25] por ello no es de sorprenderse que México sea el pais
latinoamericano que registra el mayor numero de casos de micetoma
reportados, ademas de que en él, el tipo de micetoma tiene una distribucion
mayor para los de actinomicetoma (96.52%) mientras que para el eumicetoma
es de 3.48% [26,27].

Otro aspecto importante es que se ha descrito que en México los
actinomicetomas por el género Nocardia causan el 86.5% de las infecciones,
de éste la especie brasiliensis es la mas frecuente con un 65.58% de los casos,
el resto corresponde a Actinomadura con un 10% del cual Actinomadura
madurae representa un 7.93%) y Streptomyces somaliensis (1.3%) [8, 9,
22,26].

3.3. Estructura y funcion de la piel

Estrictamente la piel es un dérgano dinamico formado por diferentes tipos
celulares que desempenan diversos procesos biosintéticos e inmunolégicos,
entre estos Ultimos se encuentran los mecanismos de resistencia innata y
adaptativa, que se activan cuando existen agresiones al tejido [14]. Algunos
autores la definen como una barrera primaria que protege al cuerpo de los
microorganismos patdgenos que se encuentran en el ambiente o incluso como
la interfase que protege el interior del cuerpo de los patégenos externos
actuando como uno de los mecanismos protectores mas importantes [28, 29].
Representa el 15% del peso corporal y cubre aproximadamente 1,7 m? en el
adulto promedio.

Se compone por dos capas principales: la epidermis y la dermis. La epidermis
es el compartimiento exterior caracterizado por ser un epitelio plano poli-
estratificado y queratinizado compuesto de cuatro estratos (Figura 2) [28,
30,31].
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Figura 2. Estructura de la piel. Se observan tres capas; las dos capas principales:
dermis con vasos sanguineos y linfaticos, terminaciones nerviosas, raiz de los pelos,
glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas. Asi como la epidermis, la capa externa de
la piel que muestra en la ampliacién los cuatro estratos que la componen (estrato
corneo, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal). Como ultima capa se
encuentra la hipodermis o capa subcutanea rica en tejido graso, que al tener una
textura blanda actia como proteccion de los drganos del cuerpo que hay por debajo.
Tomado y modificado de [32].

El estrato basal es la ultima capa de la epidermis y es la responsable del
constante recambio de las células de la epidermis. Esta capa contiene solo un
grupo de células epidérmicas sin diferenciar, conocidos como queratinocitos
basales.

Los queratinocitos basales se diferencian y se mueven a la siguiente capa (el
estrato espinoso también conocido como la capa de células espinosas) donde
inicia el proceso de maduracion y se divide para reponer la capa basal esto
explica que la piel se encuentra en cambio constante debido a la migracién de
los queratinocitos desde la capa basal hasta la capa cornea [28,30]. Las
células que se mueven en el estrato espinoso cambian desde ser una forma
columnar a una poligonal e inician la sintesis de queratina distinta de la capa de
queratina basal. Los queratinocitos en el estrato granuloso son caracterizados
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por acumulaciones obscuras de material citoplasmatico y estas células
producen activamente, proteinas de queratina y lipidos. El estrato corneo,
como el ultimo producto de maduracion de los queratinocitos es la capa mas
externa de los cuatro estratos de la epidermis, es la Unica que no se encuentra
en otros epitelios y es altamente responsable de la funcion de barrera de la
piel. Las células en esta capa conocidas como corneocitos son células
derivadas de queratinocitos muertos que carecen de organelos [31] y que
contienen redes de fibrinas y queratina [28,33].

Entre las células especializadas de la epidermis se incluyen a los melanocitos y
células de Langerhans. Ademas en el estrato basal y el estrato espinoso se
pueden encontrar células T, principalmente células de la estirpe TCD8 [31].
Enseguida de la epidermis se encuentra la dermis que contiene estromas de
fibrina compuestas de fibras de colageno y elastina.

Como se puede observar tanto en la dermis como en la epidermis humanas
existen muchos tipos diferentes de células inmunes que incluyen
queratinocitos, células de Langerhans, macrofagos, células mieloides, células
dendriticas, mastocitos, linfocitos T y B, células plasmaticas y células NK.
Ademas la piel se complementa con apéndices como las glandulas sudoriparas
(endocrinas y apocrinas), glandulas sebaceas y los foliculos pilosos, los cuales
se extienden a través de la dermis y la epidermis para abrirse a la superficie de
la piel [28, 31,33].

Aunque la funcién principal de la piel radica en el recubrimiento; pues se
encuentra continuamente expuesta al estrés ambiental (incluyendo la radiacion
solar; dafos fisicos, quimicos, biolégicos asi como a estimulos antigénicos), es
claro que esta, como 6rgano protector, tiene una importancia mayor debido a
su capacidad de responder mediante complejas actividades bioldgicas,
bioquimicas y quimicas que pueden ser reguladas por el aparato
neuroendocrino y el sistema inmune [34]. De esta forma la piel, componente
integral del sistema inmune, se le puede considerar como una primera linea de
defensa inmunoldgica [35] compuesta por diversos tipos celulares, los cuales
respaldan la importancia de la respuesta inmunoldgica en la piel, ademas de
otros hechos como el que el brazo efector de la respuesta inmunitaria ocurre en

los érganos linfoides secundarios y no en la sangre, o que el sistema
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inmunitario periférico se distingue por una dindmica comunicacion entre los

epitelios y los 6rganos linfoides secundarios [14].

3.4. Respuesta inmune innata de la piel

La respuesta inmune a una infeccidon es iniciada por receptores mediante
productos microbianos de reconocimiento de la respuesta inmune innata [17].
Esta es filogenéticamente mas antigua que la inmunidad adquirida y ha
evolucionado para brindar proteccion contra bacterias, virus y parasitos,
haciéndose de esta forma mas efectiva y compleja [36]. Se considera la
primera linea de defensa que tiene el organismo desde su nacimiento [14] y fue
alguna vez considerado como una respuesta proinflamatoria no especifica [28]
sin embargo, se ha observado que puede distinguir efectivamente lo propio de
lo extraio y activar mecanismos inmunitarios para la generacién de sefales
especificas y asi estimular la respuesta inmunitaria adaptativa [36].

La induccion de la respuesta inmunitaria adaptativa se realiza por las células
dendriticas (Langerhans) ubicadas en la epidermis y encargadas de la
captacion, el procesamiento y la presentacion de los antigenos a los linfocitos
en los ganglios linfaticos locales. Como resultado de este proceso, se
sensibilizan los linfocitos T, los cuales expresan la molécula antigeno de
linfocito cutdneo (CLA), que les permite unirse a la selectina E de los
endotelios, penetrar hasta la epidermis y residir como linfocito T de memoria
para desencadenar respuestas inflamatorias, una vez que son activados por las
células presentadoras de antigeno[14].

La respuesta inmune innata carece de memoria inmunoldgica; se compone de
barreras fisicas, entre las que estan piel y las mucosas, tanto del sistema
respiratorio, gastrointestinal y genitourinario [36]. Por otra parte también la
integran células que se activan luego del reconocimiento de patégenos [14,36].
Tal es el caso de las células de la epidermis (queratinocitos, de Langerhans,
melanocitos, linfocitos T y NK) en las cuales existen sistemas de
reconocimiento para los microorganismos que pueden dispararse y producir o
activar varios agentes anti-infecciosos, como los factores de complemento de
las vias clasica y alterna, los péptidos antimicrobianos (defensinas,
catelicidinas e histatinas), las citocinas, las quimiocinas y las especies reactivas
del oxigeno y 6xido nitrico (NO) [14].
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De esta forma parte esencial de la respuesta inmune innata son los receptores
que, como sistemas de reconocimiento, son capaces de identificar a los
microorganismos invasores e inician la reaccion de defensa del huésped. Asi
en las células de la inmunidad innata se expresan una amplia variedad de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés
pattern recognition receptors), como los receptores tipo Toll y los receptores de
manosa que son activados por componentes de los microorganismos
patdgenos. Estos PRRs son especificos para patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés, pathogen associated molecular
patterns) que son relativamente invariantes dentro de la clase de
microorganismo dado (Tabla 2) [17].

Tabla 2 Patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)

Patrones moleculares asociados a Localizacion

patogenos (PAMPs)*

Lipopolisacarido (LPS) Bacterias Gram negativas

Manano En pared celular de levaduras

Zimosan

Lipoarabinomanano (LAM) Componente de la pared celular de

micobacterias
Peptidoglicano Bacterias Gram positivas
Acido lipoteicoico (LTA)

*Se describen algunos PAMPs ampliamente estudiados, sin embargo; existen otros
lipopéptidos de diversos microorganismos capaces de inducir una respuesta por
medio de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Tomado y modificado
de [17]

Por ejemplo, los queratinocitos que son la mayor poblacién celular de la
epidermis expresan moléculas de adhesién que regulan el movimiento de
células a través de la piel, también expresan moléculas MHC | y MHC Il asi
como moléculas de adhesion ICAM-1 que facilitan el reclutamiento vy
permanencia de células inmunitarias en piel inflamada [14,37]. Por otra parte
se ha encontrado que son capaces de expresar, de manera constitutiva o
inducible TLRs, asi como receptores de union a Manosa [17] de estos dos
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ejemplos de moléculas de reconocimiento a patrones moleculares asociados a
patdbgenos (PAMPs); se ha demostrado que en ellos se expresan los
receptores TLR1 al TLR6 y el TLR9. La expresion de estos receptores permite
la produccion de mediadores proinflamatorios como citocinas (IL-183, IL-3, IL-6,
IL-12, GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos), TGFp (factor
de crecimiento transformante), M-CSF (factor estimulante de colonias de
monocitos), PDGF (factor de crecimiento/diferenciaciéon plaquetario), ETAF
(factor activador de timocitos derivado de células epidérmicas), TNFa,
quimiocinas (IL-8) y péptidos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas,
RNasa?7, antileucoproteasas (ALP, por su nombre en inglés antileukoprotease))
[14,17, 37].

De esta forma como se puede observar la respuesta inmune innata en la piel
sirve no sélo para eliminar infecciones seguidas de un dario, sino también para
mantener la homeostasis e integridad funcional y puede estar activa en la
restauracion de la estructura de los tejidos dafnados [37].

3.4.1. Receptores tipo Toll (TLRs)

Los TLR son proteinas transmembranales de tipo | que incluyen multiples
copias de LRR (repeticiones ricas en leucina, del inglés leucine-rich repeats) en
el dominio extracelular y un dominio de sefalizacién intracelular compartido por
los receptores Toll y los receptores de la IL-1 llamado TIR (toll/interleukin-1
receptor) [38]. Esta familia molecular se asocia estrechamente con la respuesta
inmune innata [39] e incluso con la adaptativa reconociendo multiples
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Los receptores tipo Toll
(TLRs), no solo reconocen PAMPs, sino también detectan sefnales de dafno
enddgeno o dano asociado a patrones moleculares (DAMPs) que son liberadas
por tejidos o células danadas o estresadas [37].

En mamiferos trece TLRs han mostrado reconocer patrones moleculares
asociados a patégenos conservados (Tabla 3), tales como peptidoglicanos,
lipopéptidos y lipoproteinas de bacterias Gram positivas, lipopéptidos de
Micoplasma y zimosan de hongos; todos ellos han sido identificados como
ligandos de TLR2 y TLR4. TLR4 acoplado a MD-2 y a CD14 reconoce
lipopolisacaridos en bacterias Gram negativas [39].
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Tabla 3. Receptores tipo Toll en mamiferos

Receptor Expresion Ligando Origen del ligando
(mRNA)
TLR1 M, N, LB, Lipopéptidos triacilados Bacterias y
(con NK, (Pam3Cys) micobacterias Neisseria
TLR2) CDi, CDpl Factores solubles meningitidis
TLR2 PMN, M, Lipoproteinas Varios patogenos
CD, CDi lipopéptidos Bacterias Gram +
Peptidoglicano (PG) Bacterias Gram +
Acido lipoteicoico (LTA) Micobacteria
Lipoarabidomanano S. epidermidis
Modulina soluble en fenol T. cruzi
Glicoinositolfosfolipidos T. maltophilum
Glicolipidos Neisseria
Porinas Leptospira interrogans
Lipopolisacarido atipico Porphyromonoa
Lipopolisacarido atipico gingivalis
Zimosan Hongos
TLR3 CD, CDi RNA viral de doble cadena Virus Sintético
Poli(l:C)
TLR4 C.End, M, Lipopolisacarido (LPS) Bacterias Gram —
N, CD Proteina de fusion Virus Sincitial
Proteina de la envoltura respiratorio
HSP60 Virus de tumor mamario
Chlamydia pneumoniae
TLR5 M, CD, CDi Flagelina Bacterias
TLR6 M, CDi, Lipopéptidos diacilados Micoplasma
(con CDpl (Pam2Cys)
TLR2) LTA Bacterias Gram +
Zimosan Hongos
TLR7 CDpl Imidazoquinolina Compuesto sintético
ss RNA Virus
TLRS8 M, CDi Imidazoquinolina Compuesto sintético
ss RNA Virus
TLR9 M, CDpl DNA con motivos CpG Bacterias y virus
TLR10 CDi ND ND
TLR11 Epitelio ND Bacterias
renal* uropatogénicas

M: monaocito; N: neutréfilo; CD: célula dendritica, CDi: CD inmadura; CDpl: CD
plasmocitoide; C.End: célula endotelial; NK: Natural killer. * Murino. En
humanos se expresa una forma truncada de la proteina. (Tomado de [39])




En humanos los receptores tipo Toll comprenden a una familia de 11
receptores con distintos perfiles de reconocimiento [16,17, 40]. Basados en la
estructura genémica de los genes de TLR humanos y en comparacién con las
secuencias de aminodcidos, la familia de TLR humanos puede ser dividida en
cinco subfamilias, a saber; TLR2, compuesta por TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10.
Las subfamilias TLR3, TLR4, TLR5 y por ultimo la subfamilia TLR9, compuesta
por TLR7, TLR8 y TLR9 [17].

El reconocimiento de patrones moleculares comunes por TLRs desencadena
rapidamente vias de sefializacidn intracelulares que activan la familia del factor
de transcripcién NF-kB, por medio de este inducen la activacién de genes
pronflamatorios en macroéfagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos By T,
células epiteliales y fibroblastos [39].

De igual forma, la estimulacién de TLRs en células inmunes han mostrado que
induce diversas respuestas inmunes innata y modulan la respuesta inmune
adaptativa en humanos y ratones. Tal es el caso de la estimulaciéon de TLR de
macréfagos con lipopolisacarido, peptidoglicano o CpG-DnA induce la
secrecion de citocinas inflamatorias y la produccion de intermediarios reactivos
de oxigeno. También promueve la maduracién de células dendriticas. Se cree
que las células dendriticas actian como un puente entre la respuesta inmune
innata y adaptativa por ello la maduracion de células dendriticas es critica para
iniciar la respuesta inmune adaptativa [41].

Se ha descrito que estos receptores se expresan de manera constitutiva e
inducible en los queratinocitos tanto en su membrana plasmética como en
compartimientos endosomales; en los queratinocitos humanos se conoce la
expresion de ocho miembros de la familia de los receptores tipo Toll (TLR), del
TLR-1 al TLR-6 y TLR-9 al TLR-10 [15, 16, 17,33], lo que sugiere un importante
participacion de dichos receptores en la defensa cutanea de los queratinocitos
basada en su capacidad de reconocimiento por su fraccién extracelular
responsable del reconocimiento de cada ligando especifico[17].

El TLR1 se relaciona con el reconocimiento de lipoproteinas de superficie de
Borrelia burgdorferi [42]. De la misma forma el TLR-1 interactda con TLR-2
(TLR-2/TLR-1) para reconocer a los lipopéptidos tripalmitoilados o triacil
lipopéptidos como el N-palmitoil-S-[2,3-bis (palmitoil)-(2RS)- propil]- cisteinil-
alanil-glicina (Pam3Cys) [16,17].
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El TLR-2 es el principal receptor para bacterias Gram positivas, reconociendo
peptidoglicano (PGN), acido lipoteicoico (LTA) y lipoproteinas bacterianas. Una
explicacion por la cual TLR2 reconoce una amplia variedad de componentes
microbianos es debido a que puede formar dimeros heterofilicos con otros
TLRs como TLR1 y TLR6 ambos estructuralmente relacionados con TLR2,
ademas de que tiene la capacidad de reconocer componentes derivados de
hongos [40,42].

Por otra parte la deficiencia de TLR2 ha sido asociada con una infeccion
progresiva y con una alta carga bacteriana en tuberculosis y lepra, e incluso
que macrofagos deficientes de TLR2 se ha observado que estos son incapaces
de responder a la estimulacién por micobacterias pero logran producir bajas
cantidades de citocinas proinflamatorias y una baja respuesta de 6xido nitrico
[39].

El TLR3 esta implicado en el reconocimiento de RNA de doble cadena (dsRNA)
y virus [40,42], mientras que el TLR-4 es estimulado por el lipopolisacarido
(LPS) de bacterias Gram negativas [16,17]; se ha propuesto que TLR4 juega
un rol fundamental en el reconocimiento y la lucha contra agentes infecciosos,
pues ademas esta implicado en el reconocimiento de ligandos enddégenos
como proteinas de choque térmico (HSP60 y HSP70) el extradominio A de
fibronectinas, oligosacéridos de acido hialurénico, sulfato de heparina y
fibrinégeno [39 ,42].

De esta forma TLR4 actia en la iniciacion de la inmunidad innata y en la
respuesta inmune adaptativa [37]. En un estudio realizado por Millan-Chiu vy
colaboradores (2011) se especula que la expresién de TLR4 es regulada en
forma negativa por Nocardia brasiliensis en fases posteriores del
actinomicetoma, induciendo un desbalance entre la respuesta inmune del
huésped y la carga bacteriana presente en el sitio de la infeccion [39].

Por su parte TLR5 se relaciona con una respuesta hacia la flagelina [40, 42].

El TLR-6 por si mismo puede reconocer diacil lipopéptidos y de esta forma
activarse [18], aunque también en algunos casos interactua con el TLR-2 (TLR-
2/TLR-6) formando un heterodimero que reconoce a los diacil-lipopéptidos,
como el acido lipoteicoico (LTA) [16,17].
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3.5. Los queratinocitos humanos como células participantes de la respuesta
innata.

Los queratinocitos representan el principal tipo de poblacion celular de la
epidermis, corresponden a una cantidad superior al 90% de todas las células
epidérmicas [29], operan como primera linea de defensa contra la infeccion de
microorganismos patégenos utilizando multiples mecanismos que promueven
respuestas cutdneas tempranas [28,43], e incluso se considera que forman una
barrera efectiva la cual impide la entrada de proteinas antigénicas, irritantes
quimicos y agentes infecciosos en el cuerpo todo aun resistiendo a factores
como la presién externa y la resistencia mecanica [29].

Los queratinocitos presentan multiples receptores que permiten detectar
componentes conservados de los microorganismos e iniciar una respuesta
temprana cutanea del tipo de la inmunidad innata como la produccion de
péptidos antimicrobianos y mediadores proinflamatorios [28] pues su funcién
inmunoldgica es prevenir las infecciones sistémicas por patégenos potenciales
[15], mostrando diferentes tipos de respuesta dependiendo del tipo de
microorganismo al que se enfrenten y actuando como un sitio crucial para la
respuesta inmune innata. De esta forma los queratinocitos pueden secretar no
solo una variedad de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, sino
también algunos péptidos antimicrobianos cuando son estimulados por los
microorganismos [41], tales como el TNF-a, IL-18, quimiocinas como la IL-
8/CXCL8 y péptidos antimicrobianos [15].

Se ha descrito que los queratinocitos expresan de manera constitutiva e
inducible en su membrana plasmatica una amplia diversidad de receptores
como TLR incluyendo TLR-1, TLR-2, TLR4, TLR5 y TLR6, aunque también
expresan en compartimientos endosomal a TLR3 y TLR9, lo que les facilita el
reconocimiento a patrones moleculares asociados a patégenos. Aparte de ser
propensos a activacion via inflamasoma lo que les permite secretar una gran
variedad de citocinas proinflamatorias y péptidos antimicrobianos cationicos
[15,33].
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4. Planteamiento del problema

El actinomicetoma se caracteriza por ser una enfermedad crénica en la cual
existen mecanismos moleculares no bien conocidos que impiden su pronta
erradicacion [39]. En virtud de que los queratinocitos humanos son células
inmunocompetentes frente a las infecciones [44] debido entre otros factores a
la presencia de TLRs asi como la produccion y liberacion de citocinas
proinflamatorias, en este trabajo se pretende estudiar su activacion al ser
infectados por Nocardia brasiliensis y observar si estas células juegan un papel

importante mediante la liberacion de citocinas especificas.

5. Hipoétesis

La expresion de los receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) y el incremento
de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-13, IL-8, MCP-1 e IL-6) en
queratinocitos humanos infectados por Nocardia brasiliensis supone su
participacion en la respuesta inmune innata contra el actinomicetoma por esta

bacteria.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar la expresion de los receptores TLR-2, TLR-4, TLR-6, y la produccion de

citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-13, IL-8, IL-6, MCP-1) en una linea celular

de queratinocitos humanos HaCaT activados con Nocardia brasiliensis.

6.2. Objetivos especificos

a)

b)

Establecer un modelo de infeccibn de queratinocitos humanos
infectados con N. brasiliensis

Evaluar la replicacion intracelular de N. brasiliensis en queratinocitos
infectados por cuenta directa de UFC/mL.

Evaluar la magnitud de la expresion de los receptores TLR-2, TLR-4,
TLR-6, en la linea celular HaCaT de queratinocitos, infectados con
Nocardia brasiliensis utilizando PCR en tiempo real y microscopia
confocal.

Cuantificar mediante las técnicas de PCR en tiempo real y ELISA la
expresion de citocinas (TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1) en los
sobrenadantes de cultivo de queratinocitos infectados con Nocardia
brasiliensis, mediante una cinética de 2,6, 24, 48 y 72 h post-infeccion.
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7. Materiales y métodos

a) Linea celular de queratinocitos humanos HaCaT.

La linea celular de queratinocitos HaCaT proviene de la coleccion de la ATCC.
El cultivo de los queratinocitos se realizé en botellas de 25 ¢cm? con medio
DMEM / F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (Ham)
(Gibco by Life technologies, DMEM/F12 Grand Island,NY), [+] L-glutamina, [+]
2.438 g/L bicarbonato de sodio, 55 mg/L piruvato de sodio, suplementado con
10% de suero bovino fetal (GIBCO) maéas penicilina (1000 U/mL) y
estreptomicina (100 ug/mL), se incubaron a 37°C en una atmdésfera de CO: al
5%. Se realiz6 el recambio de medio cada tercer dia hasta obtener un numero
suficiente de células para cada experimento.

Una vez que las células alcanzaban una confluencia del 70% aproximadamente
se procedié a disgregarlas con tripsina (SIGMA Aldrich al 0.025%) para
separarlas de las cajas y poder hacer un recuento celular que permitiria por un
lado mantener las células y por otro lado realizar las monocapas que
posteriormente se utilizarian en la realizaciéon de las pruebas de infeccién

celular. Figura 3.

Figura 3 Cultivo de queratinocitos. Linea celular de queratinocitos humanos HaCaT
(10X) en medio DMEM/ F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-
12 (Ham) (Gibco by Life technologies, DMEM/F12 Grand Island,NY), [+] L-glutamina,
[+] 2.438 g/L bicarbonato de sodio, piruvato de sodio, suplementado con 13 % de
suero bovino fetal (GIBCO) mas penicilina (1000 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml),
se incubaron a 37°C en una atmdsfera de CO2 al 5%.
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a.1) Tripsinzacion de células

Se retiré el medio de cultivo celular, y se agregaron 5 mL de solucién
tripsina/verseno (0.25%). Se incubd a 37° C por 5 min tiempo necesario para
que las células se separaran de la caja.

En un tubo Falcon de 15 ml de volumen se afadio la suspension resultante y
medio DMEM/F-12 con piruvato de sodio y alta glucosa (Life Technologies)
suplementado con 13% de suero bovino fetal (GIBCO) mas penicilina (1000
U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) volumen/volumen, se centrifugé a 1000
rpm/ 5 min a 20°C.

Se desechd el sobrenadante y el paquete celular obtenido se resuspendié en
un volumen conocido de medio DMEM suplementado.

b) Cultivo del microorganismo

Se utilizé la cepa de Nocardia brasiliensis CECT 3032, crecida en medio
infusién cerebro corazén (BHI) a 37°C.

Debido a que se requeria que Nocardia brasiliensis se encontrara en su fase
exponencial para la realizacién del ensayo de infeccion celular se hizo
seguimiento del crecimiento de la bacteria por un periodo de 18 horas tomando
lectura cada 2 horas. Se prepararon 4 matraces de 500 mL con 250 mL de
medio BHI, de éstos 3 se inocularon con la cepa CECT3032 y el cuarto se
tomé como control negativo.

Se obtuvieron 3mL de medio en crecimiento cada hora hasta completar 48
muestras, iniciando con el blanco (previo a la inoculacion) y el tiempo 0.

Para realizar la cinética de crecimiento de la bacteria se utiliz6 la técnica de
nefelometria. Las muestras se trataron tomando 3 mL del medio de cultivo, se
centrifugaron a 3500 rpm en una centrifuga SORVALL LEGEND MACH 1.6 R
durante 30 minutos, posteriormente se separd el sobrenadante y se
resuspendié el paquete celular en 3 mL de solucién salina para leer en un
espectrometro UV-visible a una absorbancia de 540 nm. Una vez obtenidas las
absorbancias se calcul6 la UFC/mL utilizando estandares nefelométricos, para

poder realizar la grafica de crecimiento microbiano.
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c) Suspension bacteriana

Una vez crecida la cepa de Nocardia brasiliensis (CECT 3032) por 12 horas en
caldo BHI, se centrifugé a 2000 rpm por 5 minutos a 20°C, luego de eliminar el
sobrenadante se resuspendio el paquete celular en solucién salina 0.9%, para
hacer un lavado.

Posteriormente se volvi6é a resuspender en solucion salina 0.9% hasta alcanzar
una concentracion de 3 x 108 UFC/mL, lo cual se comprobé comparandolo con

estandares nefelométricos.

d) Ensayo de infeccién celular

En placas de 6 pozos, se obtuvieron monocapas de células HaCaT con 400 mil
células por pozo (las cuales se inundaron con 2 mL de medio de cultivo
DMEM/F12). Se lavaron dos veces con PBS 1X (Anexo 1) para eliminar el
suero del medio de cultivo y se infectaron con 0.016 mL de las suspensién
bacteriana a una MOI 10:1 (multiplicidad de la infeccién, 10 bacterias por
célula) y 3 mL de medio sin antibiotico y sin suero bovino fetal durante 2 h. Se
tomaron muestras a las 0, 2, 6, 24, 48 y 72 horas, post-infeccion.

Para prevenir el crecimiento extracelular de la Nocardia, las monocapas
infectadas se trataron con 80 ug/mL de amikacina durante 2 h, transcurrido ese
tiempo, el medio se reemplazé por el medio de cultivo DMEM/F12 adicionado
con 15 pg/mL de amikacina el cual se dej6 hasta el término de la cinética.

Una vez colectado el sobrenadante de cada punto de la cinética se anadieron
600 pL de TRIzol (Invitrogen Life Technologies USA) al pozo y se dejo reposar
durante 3 min. Se retir6 el TRIzoly se reservo para la extraccion de mRNA.
Para evitar alguna alteracién en los cultivos contiguos pertenecientes a otros
tiempos se lavé en dos ocasiones el pozo trabajado con PBS estéril una vez
gue se habia recogido el TRIzol.

e) Ensayos de multiplicacion intracelular.

Se realizaron ensayos de infeccion, con una MOI 10:1 como se ha descrito
anteriormente. Cada monocapa correspondiente a los tiempos postinfeccion se
lis6 con una solucién de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.25% y se neutralizé

adicionando albumina sérica bovina estéril al 5%. Para determinar las unidades
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formadoras de colonias, se tomaron alicuotas, se realizaron diluciones
decimales en microtubos, (10'-10°) y se sembraron 10 pL de las diluciones
preparadas, asi como del concentrado por triplicado en agar BHI. Una vez
absorbida la gota, se invirtieron y se dejé incubar 37°C, 24-48h. Posteriormente
se realiz6 la cuenta de UFC/mL de cada tiempo post infeccion.

f) Microscopia confocal

Se realizaron monocapas de células HaCaT con 40 mil células para cada
tiempo de infeccidon en placas de 24 pozos con cubreobjetos estériles a una
confluencia celular del 60%, se infectaron con la suspensién bacteriana a una
MOI de 10:1, siguiendo una cinética de 0, 2, 6, 24, 48 y 72 h post-infeccién.
Paralelamente y para tener un control positivo de la expresion de TLRs, se
estimularon monocapas de células HaCaT con 8 pL preparacion de PMA
(forbol- miristato-acetato) durante 24 h. Después del tratamiento con PMA y de
la infeccién, las monocapas se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con una
solucién de paraformaldehido al 4% por 1 h a temperatura ambiente. Para la
determinacidén de la expresion de TLR, las preparaciones se incubaron con
anticuerpos monoclonales especificos IgG anti- TLR-2 humano de ratén (Santa
Cruz) , IgG anti TLR-4 humana producido en conejo (eBioscience) e IgG anti
TLR-6 humano de cabra (Santa Cruz), a una dilucién de 1:200 por 2 horas a
37°C, posteriormente se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron por 90
minutos a 37°C con el anticuerpo secundario anti IgG de ratén producido en
cabra-Rodamina (Chemicon international), anti IgG de conejo producido en
cabra-TRITC (Santa Cruz) y anti IgG de cabra producido en burro-FITC (Santa
Cruz) respectivamente cuya diucién de trabajo fue 1:2000. El exceso de
anticuerpo secundario se eliminé lavando las monocapas 5 veces con PBS,
finalmente, las preparaciones se montaron en portaobjetos usando
Vectashield-DAPI como medio de montaje y se observaron las senales de
fluorescencia en un sistema de escaneo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss).

f.1) Medicion de la intensidad media de fluorescencia de los receptores tipo Toll

El analisis numérico de la intensidad media de fluorescencia se realizd

contando 50 células por campo observado mediante la microscopia confocal en
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un sistema de escaneo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss) y calculando la

intensidad media de fluorescencia traducido en nimero de pixeles.

g) RT- gPCR

Se realizaron monocapas con 400 mil células, y se infectaron como se
describié anteriormente con N. brasiliensis CECT 3032 durante 2h a una MOI
de 10, siguiendo una cinética de post-infeccién de 0,2, 6, 24, 48 y 72 h.
Después de cada tiempo de post-infeccion, se adicionaron 500 uL de TRIlzol a
cada uno de los pozos para realizar la extraccion de RNA total. EI RNA total se
traté con DNAsa Il y precipitd con isopropanol.

Para la retro-transcripcion (RT) del RNA se usaron 3 pg de RNA total, al cual se
le adicionaron 0.5 ug de oligo (dT) (Invitrogen) y se incubaron a 70°C por 10
minutos. El master mix para la RT se prepar6 con 1X single strand buffer; 0.5
mM de DTT, 500 mM de cada desoxinucleétido trifosfato (dNTP) (Invitrogen) y
200 U de transcriptasa reversa MMLV (transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina Moloney del inglés Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase) (Invitrogen). Las reacciones de RT se incubaron a 42°C durante

1 h. Después de la formacion de cDNA se realizaron las PCRs.

Usando un Master Mix con 1.5 mM de MgCl, (Ampligon 1ll) y usando Eva
Green (Ampligon Ill) como fluorocromo. Como gen endogeno se utiliz6 G3PDH
usando los siguientes iniciadores especificos 5-
GGTCATCCATGACAACTTTGG-3 (forward) y
5"GTCATACCAGGAATTGAGCTTGAC-3 (reverse).

g.1) Expresion de citocinas IL1f3, IL8, MCP1, TNFa en queratinocitos humanos

infectados por Nocardia brasiliensis.

Los iniciadores especificos utilizados para la determinacion de citocinas se
muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Iniciadores especificos de citocinas

Gen forward reverse

MCP1 5°-CTCGCTCAGCCAGATGCAAT-3’ 5-TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT-3’
IL8 5'-GCCAAGAGAATATCCGAACT-3’ 5°-TCAACACAGCACTACCAACA-3’
TNFa 5°-GACTTCCTTGAGACACGG-3’ 5-AGGGCGATTACAGACACA-3’
IL1B 5’- GCCCTGTGCCTTAGTAGTAT-3’ 5°-TGCATCAGCTCATCAATAAC-3’

g.2) Expresion de TLRs 2,4 y 6 en queratinocitos humanos infectados por
Nocardia brasiliensis.

Los iniciadores especificos utilizados para la determinacién de TLRs se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Iniciadores especificos de TLRs

Gen forward reverse

TLR2 5°-GGC CAG CAA ATT ACC TGT GTG - 5°-AGG CGG ACATCCTGAACCT -3’
3

TLR4 5°- CAG AGT TTC CTG CAATGG ATCA 5°-GCT TAT CTG AAG GTG TTG CAC AT-
-3’ 3

TLR6 5°-GAA GAA GAA CAA CC TTT AGG 5°- AGG CAA ACA AAA TGG AAG CTT -
ATA GC-3° 3

Los genes para todas las citocinas y los TLRs se amplificaron de la siguiente
manera, 45 s de desnaturalizacién a 95°C, 45 s de alineamiento a 58°C y 45 s
de extension a 72°C por 35 ciclos.

Todos los valores numéricos de cada gen se normalizaron con su respectivo
valor de gen enddgeno G3PDH y los experimentos se calibraron utilizando el
nivel basal de la expresion de cada gen como valor inicial (células sin infectar).
Todos los valores fueron sometidos al analisis de expresion relativa de AACt
usando el software Step One V.2.3.1 de Life Technologies USA.

30



h) Cuantificacién de citocinas.
Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratinocitos activados con
Nocardia brasiliensis, obtenidos tras la cinética de 0, 2, 6, 24, 48 y 72 h post-
infeccion. Estos cultivos se centrifugaron previamente para eliminar la Nocardia
y se congelaron a -70°C, para su posterior utilizacion.
Para la cuantificacién de citocinas en los sobrenadantes de cultivos se empleé
la técnica de ELISA descrita para cada citocina en el protocolo del fabricante,
utilizando los Kits comerciales:
» Human TNF-o, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88734622 (San
Diego CA)
» Human IL-13, Quantikine® Immunoassay catalog No. DLB50 R&D
SYSTEMS (Minneapolis, MN 55413)
» Human IL-8, Quantikine® Immunoassay catalog No. D8000C R&D
SYSTEMS (Minneapolis, MN 55413)
» Human IL-6, Quantikine® Immunoassay catalog No. D6050 R&D
SYSTEMS (Minneapolis, MN 55413)
» Human CCL2/MCP-1, Quantikine® Immunoassay catalog No. DCP00
R&D SYSTEMS (Minneapolis, MN 55413).
La cuantificacion de las citocinas se realizd en pg/mL por medio de una curva
de calibracién mediante los estandares proporcionados por los Kits para cada

una de las citocinas.

i) Interpretacion de resultados

A partir de las imagenes obtenidas, de la microscopia confocal se determiné la
sobreexpresién de los receptores mediante la observacion de las imagenes con
el programa LSM Image Examiner Pascal (Confocal Zeiss).

El método de ELISA permitié cuantificar en los sobrenadantes de cultivo
celular la concentracion de las citocinas proinflamatorias (TNF-«, IL-13, IL-8, IL-
6 y MCP-1) con base en una curva estandar para cada una.

El analisis estadistico utilizado para la correlacion de los datos se realizd
mediante la prueba de ANOVA de dos vias para el tratamiento de datos no
paramétricos, utilizando el programa estadistico GraphPad Prism V 5.1.
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8. Resultados
a) Linea celular de queratinocitos humanos HaCaT.

Luego de probar diferentes condiciones para el crecimiento de los
queratinocitos (Figura 4) se comprob6 que las mejores condiciones consistian
en cultivos en botellas de 25 cm? utilizando medio  DMEM/F-12
suplementado con piruvato de sodio y alta glucosa (Life Technologies) ademas
de 13% de suero bovino fetal (GIBCO) mas 100 uL de antibiético (penicilina
(100 U/mL) y estreptomicina (100 pug/mL)).

La incubacion se realizé a 37°C en una atmosfera de CO; al 5%. Todas estas
condiciones se mantuvieron aparte de realizar el recambio de medio cada
tercer dia hasta obtener un numero suficiente de células para cada

experimento.

Figura 4. Cultivos celulares de queratinocitos humanos HaCaT en botellas de plastico.
Del lado izquierdo utilizando medio DMEM/F-12 suplementado con piruvato de sodio
y alta glucosa, en el centro medio DMEM suplementado con alta glucosa y sin
priruvato de sodio, lado derecho DMEM con piruvato de sodio y alta glucosa, todos
suplementados con suero bovino fetal al 13 %, con penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (100 pig/mL).

b) Cultivo del microorganismo

Los resultados obtenidos de la curva de crecimiento de Nocardia brasiliensis

hasta las 48 horas se muestran en la Figura 5.
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Nocardia brasiliensis CECT3032
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Figura 5. Curva de crecimiento de Nocardia brasiliensis CECT3032. Se muestran los
tiempos de crecimiento hasta las 48 horas en medio BHI a 37°C, cuantificada en base a
estandares nefelométricos.

De acuerdo a esta grafica, la bacteria presenta un crecimiento exponencial

entre las 8 y 16 horas a partir de la cual comienza su fase estacionaria.
c) Suspension bacteriana

Segun los estudios de crecimiento bacteriano anteriores, la cepa se crecid por
un periodo de 12 horas en las cuales se aseguraba que estaba en la fase
exponencial, posteriormente se resuspendid en solucion salina 0.9%, para

obtener una concentracién de 3 x 108 UFC/mL.
d) Ensayo de infeccién celular

El ensayo de infeccion celular en el cual se obtuvieron monocapas de células
HaCaT para cada tiempo de infeccion (0, 2, 6, 24, 48 y 72 h) siguiendo las

condiciones previamente establecidas, permitié con los lisados la obtencion de
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mRNA para la técnica de RT-PCR. Los sobrenadantes se utilizaron para la

cuantificacion de citocinas por el método de ELISA.

Aunque se mantuvieron las mismas condiciones de cuidado en los cultivos
celulares con el progreso del tiempo de infeccién se evidencio la presencia de

un efecto citopatico en los mismos (Figura 6).

Figura 6. Cultivos de queratinocitos HaCaT observados en microscopio invertido. (A)
Cultivo de queratinocitos humanos HaCaT sin infecciéon por Nocardia brasiliensis (10x)
(B) Cultivo de queratinocitos humanos HaCaT infectado con Nocardia brasiliensis a 24
horas de infeccién (10x). Se observa efecto citopatico.

e) Ensayo de multiplicacién intracelular

Como se observa en la curva de replicacion intracelular de Nocardia
brasiliensis CECT3032 (Figura 7) una vez que comienza la infeccion N.
brasiliensis se replica hasta que logra internalizarse a la célula a las 2 horas y
deja de replicarse desde las 6 horas manteniéndose latente hasta las 72
horas.
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Figura 7. Curva de replicacion intracelular de Nocardia brasiliensis CECT3032. Se

muestra el periodo de evaluacién hasta las 72 horas.

f) Receptores tipo Toll
La evaluacion de la expresion de los tres receptores tipo Toll se realiz6é tanto

por la técnica de PCR tiempo real como por microscopia confocal.

f.1) RT-gPCR.

Las figuras 8, 9 y 10 muestran la expresién del mRNA para los TLRs 2, 4y 6
por la técnica de PCR tiempo real en queratinocitos humanos HaCaT
infectados con N. brasiliensis a una MOI 10:1 obtenidos de una cinética de
2,6,24,48 y 72h. Los valores representados en las graficas corresponden al
promedio de dos experimentos independientes, y son representados como la

media mas el error estandar en porcentaje.

En la figura 8 se puede apreciar que los queratinocitos infectados con Nocardia
brasiliensis no sobreexpresan el receptor TLR2 lo cual se corrobora con la
medicion de las UER calculadas en las imagenes de microscopia confocal.
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Figura 8. Expresion del receptor TLR2 en queratinocitos humanos HaCaT infectados
con N. brasiliensis. MOI 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en
tiempo real (QPCR).

Por otra parte TLR4 si se sobreexpresa en las células infectadas (Figura 9).
Dicha sobreexpresién se aprecia unicamente a las 24horas post infeccion
alcanzando UER de 370.41 y posteriormente los niveles del mRna disminuyen

al mismo nivel que el control sin infectar.
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Figura 9. Expresion del receptor TLR4 en queratinocitos humanos HaCaT infectados

con N. brasiliensis. MOl 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en
tiempo real (qPCR). *=p<0.05, **=p<0.005 y ***=p<0.0005.
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El receptor TLR6 se expresa a las 6 hrs post-infeccién (Figura 10), sus niveles
de expresion en los queratinocitos humanos siguen siendo mucho mas bajos
que los que presenta TLR4, pero son mas altos que los de TLR2, sus UER son
de 24.95.
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Figura 10. Expresion del receptor TLR6 en queratinocitos humanos HaCaT infectados
con N. brasiliensis. MOl 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en
tiempo real (QPCR). *=p<0.05, **=p<0.005 y ***=p<0.0005.

f.2) Microscopia confocal

En las figuras 11 y 12 se muestran las imagenes del marcaje de los TLR2,
TLR4 y TLR6 en queratinocitos infectados con Nocardia brasiliensis durante 2,
6, 24, 48 y 72 horas, ademas del control positivo PMA, en donde podemos
observar que la mayor expresion se encuentra en el receptor TLR4 seguido por
el TLR6, a las 24 horas de infeccion. Posteriormente a esa intensidad del
marcaje disminuye notablemente en los tres casos.

En el caso del TLR2 su expresion es muy baja aunque se observa un poco mas
a las 24 horas.
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Figura 11. Expresion de receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en queratinocitos humanos
infectados con Nocardia brasiliensis. Los receptores Toll fueron evaluados por

microscopia confocal a las 2 y 6 horas postinfeccion. Se observan en azul tefiidos los
nucleos celulares de los queratinocitos, en rojo la expresién de TLR2 y TLR4. En verde
se observa la expresion de TLR6.
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Figura 12. Expresion de receptores tipo Toll 2, 4 y 6 en queratinocitos humanos
infectados con Nocardia brasiliensis. Los receptores Toll fueron evaluados por
microscopia confocal a las 24, 48 y 72 horas postinfeccion. Se observan en azul tefidos
los nucleos celulares de los queratinocitos, en rojo la expresion de TLR2 y TLR4. En
verde se observa la expresion de TLR6. Como control positivo se usd6 PMA a una
concentracién de 1ug/mL por cada 1x10° células.

f.3) Medicion de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de los receptores

tipo Toll

El andlisis numérico de la intensidad media de fluorescencia para cada
receptor (figuras 13, 14 y 15) con el programa LSM Image Examiner Pascal,
corrobora los resultados obtenidos en las imagenes, ya que el numero de
unidades de fluorescencia observados fue mayor a las 24 horas en los tres
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receptores; sin embargo se muestra una gran diferencia en la expresion del
receptor tipo 4 que sobrepasa ampliamente la expresiéon de los TLRs 2 y 6 al

mismo tiempo y posteriormente se observa una disminucion de la misma.
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Figura 13. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresion del receptor de
TLR2 en queratinocitos infectados con Nocardia brasiliensis. Todos los tiempos post
infeccion fueron comparados con el control de células sin infectar.
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Figura 14. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresion del receptor de
TLR4 en queratinocitos infectados con Nocardia brasiliensis. *=p<0.05, **=p<0.005 y
***=p<0.0005. Todos los tiempos post infeccion fueron comparados con el control de
células sin infectar.
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Figura 15. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresion del receptor de
TLR6 en queratinocitos infectados con Nocardia brasiliensis. *=p<0.05, **=p<0.005 vy
***=p<0.0005. Todos los tiempos post infeccion fueron comparados con el control de
células sin infectar.

g) Citocinas
El estudio de la expresion y la cuantificacion de las citocinas IL1j3, IL8, MCP1,
TNFo en queratinocitos humanos infectados por Nocardia brasiliensis se

realiz6 tanto por la técnica de PCR tiempo real como por la técnica de ELISA.

g.1) RT-gPCR.

Las figuras 16,17,18,19 y 20 muestran la expresion del mRNA para las
citocinas IL13, IL8, MCP1, TNFa por la técnica de PCR tiempo real en
queratinocitos humanos HaCaT infectados con N. brasiliensis a una MOI 10:1
obtenidos de una cinética de 2,6,24,48 y 72h. Los valores representados en las
gréficas corresponden al promedio de dos experimentos independientes, y son

representados como la media mas el error estandar en porcentaje.

Para la citocina proinflamatoria IL1B las unidades de expresion relativa (UER)
encontradas presentan un valor maximo de 40.30 (Figura 16) y se da después
de 24 horas de la infeccién de los queratinocitos por Nocardia brasiliensis y

disminuye a partir de las 48 horas.
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Figura 16. Expresion de IL 1 3, en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOI 10:1. Cinética de 2, 6, 24, 48 y 72h. Por la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR).

En la figura 17 se observa el mayor valor de unidades de expresion relativa de
TNFa , 24 h después de la infeccion de los queratinocitos por Nocardia
brasiliensis, sus niveles de unidades de expresién son mucho mas bajos que
los de MCP1, para TNFa las UER son de 94.68 y , disminuyen a las 48y 72 h.
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Figura 17. Expresidon de TNF o en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOl 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR). *=p<0.05, **=p<0.005 y ***=p<0.0005.
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La figura 18 muestra la expresion de la IL8 la cual es 4 veces mayor que la de
IL-1B, las UER de esta citocina es de 404.78 y se da a las 24 h después de
haber infectado los queratinocitos con Nocardia brasiliensis disminuyendo a las
48 y 72 h.
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Figura 18. Expresion de IL 8, en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOl 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en tiempo
real (QPCR) *=p<0.05, **=p<0.005 y ***=p<0.0005.

La quimiocina MCP1 es la que presentd una mayor expresién en este estudio,
ya que sus unidades de expresién relativa son de 820,987 (Figura 19) con lo
gue se ve una notable diferencia en comparacion con las demas citocinas, que
expresan valores menores a quinientas UER. MCP1 se expresa principalmente
24 h después de la infeccién de los queratinocitos por Nocardia brasiliensis,
disminuyendo a las 48y 72 h.
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Figura 19. Expresion de MCP-1 en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOI 10:1. Cinética de 2, 6, 24,48 y 72h. Por la técnica de PCR en tiempo
real (qPCR). *=p<0.05, **=p<0.005 y ***=p<0.0005.

g.2) Cuantificacién de citocinas.

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratinocitos activados con
Nocardia brasiliensis, obtenidos tras a la cinética de 0, 2, 6, 24, 48 h post-
infeccidn. Respecto a los resultados de la cuantificacion de las citocinas TNF-a,
MCP-1, IL- 1, IL-8 e IL-6 por el método de ELISA, los valores fueron sometidos
a analisis estadistico usando el software Graph prism V. 6.0, utilizando la
prueba no paramétrica ANOVA de dos vias.

La concentracion de TNF-o muestra que a las 6 horas se alcanza la mayor
expresion de esta citocina (25.024 pg/mL) y pasando este tiempo comienza a
disminuir su expresion gradualmente (Figura 20). La prueba estadistica de
ANOVA de dos vias determin6 que existe una diferencia significativa (*p<0.05)
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Figura 20. Concentracion de TNFa en queratinocitos humanos HaCaT infectados con
N. brasiliensis. MOI 10:1. Cinética a 72h. Por la técnica de ELISA *=p<0.05, **=p<0.005
y ***=p<0.0005

En la figura 21 se muestran los resultados correspondientes a la concentracion
de IL 1 B la cual aumenta gradualmente conforme pasa el tiempo hasta
alcanzar un valor maximo de 3.4 pg/mL a las 48 horas. La prueba ANOVA de
dos vias realizado determiné que existe una diferencia significativa (*p<0.05)
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Figura 21. Concentracion de IL1[3 en queratinocitos humanos HaCaT infectados con
N. brasiliensis. MOI 10:1. Cinética a 72h. Por la técnica de ELISA *=p<0.05, **=p<0.005
y ***=p<0.0005.

En la figura 22 se muestra la expresion de IL 6 donde se observa un aumento
gradual de esta citocina desde las 2 horas hasta alcanzar un valor maximo de
45.8pg/mL a las 48 horas. El anadlisis estadistico realizado (ANOVA de dos

vias) determino que existe una diferencia significativa (*p<0.05) entre los
grupos.
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Figura 22. Concentracidn de IL6 en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOI 10:1. Cinética a 72h. Por la técnica de ELISA *p<0.005

Por otra parte, los resultados correspondientes a la expresién de MCP1
muestran que el valor maximo alcanzado (759.450 pg/mL) se encuentra a las
48 horas aunque el incremento se da desde las 24 horas sin observar
disminucion hasta las 72 horas (Figura 23). La prueba ANOVA de dos vias
realizado determind que existe una diferencia muy significativa (***p<0.0005)
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Figura 23. Concentracion de MCP1 en queratinocitos humanos HaCaT infectados con
N. brasiliensis. MOI 10:1. Cinética a 72h. Por la técnica de ELISA *=p<0.05, **=p<0.005
y ***=p<0.0005.

Los resultados de la expresion de IL 8 se muestran en la figura 24 donde
aunque hay una disminucion de la expresion a las 6 horas se alcanza un valor
maximo de 3584.7pg/mL a las 48 horas. Esta diferencia puede explicar que la
prueba ANOVA de dos vias realizado determino que existe una diferencia muy
significativa (***p<0.0005)
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Figura 24.Concentracion de IL8 en queratinocitos humanos HaCaT infectados con N.
brasiliensis. MOI 10:1. Cinética a 72h. Por la técnica de ELISA *=p<0.05, **=p<0.005 y
***=p<0.0005.

La figura 25 muestra a modo de resumen la expresion de las citocinas en
queratinocitos humanos HaCaT infectados con N. brasiliensis, se puede notar
que las dos citocinas que mas se expresaron fueron MCP1 e IL8 ambas a partir
de las 24 horas. Caso contrario de la IL13 que presento una muy baja

expresion a comparaciéon de las demas citocinas.
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Figura 25. Concentracion de citocinas (TNF-a, MCP1, IL-1f3,IL-8, IL-6) en
queratinocitos humanos HaCaT infectados con N. brasiliensis. MOl 10:1. Cinética de
2, 6,24, 48y 72h. Por la técnica de ELISA. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005.
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9. Discusion

La piel es el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo, se considera como la
barrera externa dindmica mas importante formada por diferentes tipos celulares
capaces de desempeinar mecanismos de resistencia innata y adaptativa. Estos
se activan cuando existen agresiones al tejido que le produzcan un dafo
protegiéndola asi de los diversos agentes causantes ya sean microbianos,
quimicos o fisicos [14, 28,45]. El dafno que puede sufrir la piel, en consecuencia
genera un proceso inflamatorio, que desencadena a la respuesta inmune innata
encargada de movilizar rapidamente los componentes de la respuesta del
huésped, como son los queratinocitos, neutréfilos, mastocitos, eosinofilos,
macréfagos, y compuestos quimicos [15] .

Esta respuesta inflamatoria, actia en la proteccion localizada en las
enfermedades cutdneas desde el inicio de la infeccidon; ejemplo de ello es el
micetoma, una patologia en la que el proceso generalmente tiende a ser
cronico, pero que ademas requiere de inoculacién traumatica para ser capaz de
penetrar esta primera linea de defensa.

Por ello para estudiar al micetoma desde que el microorganismo se encuentra
inicialmente en la piel, se tomé como modelo al queratinocito humano por ser la
principal poblacion celular presente en la epidermis de la piel, ademas de que
se ha observado que son células inmunocompetentes frente a las infecciones
[44] pues su participacion en las enfermedades va mas alla de servir
unicamente como barrera fisica, tal como lo menciona Palma y colaboradores
en un estudio realizado sobre la participacién de los queratinocitos humanos en
el actinomicetoma (2009)[15].

Lo anterior se puede suponer debido a que expresan una serie de receptores
para diversas citocinas, asi como para el reconocimiento de estructuras
moleculares ampliamente conservadas presentes en los microorganismos por
medio de los receptores tipo Toll (TLRs) de forma constitutiva o inducible. Por
otra parte los queratinocitos son por si mismos, una fuente importante de
citocinas como IL-1B, IL-3, IL-6, IL-12, TNFa [14], quimiocinas (IL8 y MCP-1) y
péptidos antimicrobianos que pueden ser sobre reguladas en casos de
inflamacion. En ambos casos tal como ocurre con los receptores su produccion

puede ser sobre regulada en presencia de inflamacién [46].
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En el presente trabajo se evalu6 mediante un modelo in vitro la respuesta de
queratinocitos y la sobreexpresién de sus receptores (TLR-2, TLR-4, TLR-6)
frente a una infeccion por Nocardia brasiliensis y en consecuencia la
produccién de citocinas prioinflamatorias (TNF-a, IL-13, IL-8, IL-6, MCP-1)
capaces de participar en una respuesta inmune contra el actinomicetoma.

Por ello se cuantificé la concentracion de tres citocinas proinflamatorias (IL-1f,
IL-6, TNFo y dos quimiocinas (IL-8 y MCP-1). Esta evaluacion mostré que las
tres citocinas aunque estan presentes en el medio, tanto su expresion como su
concentracion maxima en el medio, no logra alcanzar la expresion y la
concentracion de las quimiocinas (MCP-1 e IL-8) que tras la infeccién del
queratinocito se expresan a partir de las 24 horas tanto por la técnica de ELISA
como por PCR tiempo real.

Evidentemente se entiende que la concentracion de las citocinas no tiene que
ser forzosamente elevado para que el efecto bioldégico se manifieste, tal es el
caso de un estudio realizado por Salinas y colaboradores (1999) en donde
evaluaron mediante un modelo murino infectado con N. brasiliensis niveles
circulantes de las tres citocinas aqui evaluadas (IL6, IL -1y TNF-o); en este
estudio se manifest6 en la primera semana de infeccién un aumento dramatico
de la produccion de IL-6 el cual se mantiene hasta el cuarto dia, pero no hay
un incremento de las otras dos citocinas y sin embargo se mantiene la
inflamacion [13].

Por ello la presencia de estas citocinas nos permite sugerir, que se estimula en
un inicio la inflamacién como en el caso de la IL-6 que inicié con una expresidn
notable desde las 2 horas alcanzando su maxima concentracion a las 48 horas,
en el estudio realizado por la técnica de ELISA, cumpliendo con lo esperado ya
que esta citocina tiene la caracteristica de estar presente en fases tempranas
de infeccion, siendo capaz de estimular la formacion de polimorfonucleares en

médula 6sea y la produccion de proteinas de fase aguda en el Higado [12,13].

En el actinomicetoma por Nocardia brasiliensis es de suma importancia
estudiar la inflamacion ya que en esta enfermedad se ve afectada
principalmente la piel y tejido celular subcutaneo [46] desde el momento en que
entra el microorganismo al huésped asi como cuando ya se observa la
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presencia de granos en forma arrinonada rodeados por un conjunto de células
inflamatorias principalmente polimorfonucleares, cercanos a la superficie de los
granos, seguido de tejido de infiltracibn con macroéfagos y células
mononucleares rodeadas con linfocitos TCD4+ y TCD8+.[39,47, 48]. Por ello
para su estudio se ha requerido la utilizacién de modelos animales (ratones y
ratas) y de modelos celulares (macréfagos, queratinocitos) para lograr un
entendimiento mas profundo de la infecciébn y de esta forma estudiar los
mecanismos inmunoldgicos que contribuyen al establecimiento del
actinomicetoma [13,48]. Debido a lo anterior es posible hacer comparaciones
entre los modelos murinos y lo encontrado en cortes histolégicos de paciente
con dicho padecimientos e incluso en modelos celulares [48]. En todos estos
modelos es comun encontrar por las caracteristicas de la infeccion un ambiente
proinflamatorio, en el cual se mantiene la presencia de citocinas y quimiocinas
como IL-1B, TNFa, IL-6, MCP-1 e IL-8 lo que puede relacionarse con la
activacion de las células inmunes existentes como son las células dendriticas o
los queratinocitos; la proliferacion y diferenciacién celular, la promocion de la
migracion de células como monocitos, neutrofilos, [49,50].

Esto refuerza el hecho de que al ser la expresion de quimiocinas (IL-8, MCP-1)
superior a los niveles de citocinas estudiadas posteriormente a la activacion del
queratinocito por N. brasiliensis el papel primordial del queratinocito es atraer
células (polimorfonucleares y monocitos) al sitio de infeccion.

Otro aspecto a considerar en el inicio de la infeccidbn es el crecimiento del
microorganismo dentro del huésped, se ha descrito que Nocardia brasiliensis
tiene la capacidad de crecer intracelularmente en macréfagos, de tal forma que
ésta se internaliza y logra evadir los efectos tanto del sistema inmune como de
los antibidticos utilizados para el tratamiento del actinomicetoma [51].
Coincidiendo con estos estudios se encontrdé en el queratinocito, una vez que
comienza la infeccién por N. brasiliensis, ésta se replica hasta que logra
internalizarse en la célula a las 2 horas y deja de replicarse manteniéndose
latente hasta las 72 horas; sin embargo se desconoce la via de interiorizacion
que utiliza.

Debido a esta cualidad se han conducido estudios con antimicrobianos como

oxazolidonas para probar su eficacia en el tratamiento del actinomicetoma
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aparte del uso de los antibidticos ya establecidos como diaminodifenilsulfona y
trimetoprim-sulfametoxazol [2,51].

Por otra parte, en los diversos casos clinicos en los que se estudia micetoma
por Nocardia brasiliensis se ha planteado que independientemente del
tratamiento la infeccidon tiende a ser cdnica y que ademds requiere de una
proteccidbn contra infecciones de patdgenos intracelulares atribuida
principalmente a la respuesta inmune mediada por células T [52, 53]. Sin
embargo, pese a que existe una respuesta inmune mediada por células T,
Nocardia brasiliensis tiene la capacidad de permanecer latente en el huésped
por un periodo prolongado con la formacién de los granos en el tejido y con su
capacidad de invadir a los fagocitos permitiendo su diseminacién en el
organismo sin que la respuesta inmune logre erradicarla por completo [13,52].
Es por ello que estudiar el inicio de la infeccién aunado a la inmunidad innata
recobra relevancia pues permite anticipar las complicaciones encontradas con
el progreso de la infeccion.

Una de las formas en que la inmunidad innata logra inducirse es mediante la
expresion de una serie de receptores para el reconocimiento de estructuras
moleculares ampliamente conservadas presentes en los microorganismos por
medio de los receptores tipo Toll (TLRs) [17, 39]. De los ocho TLRs presentes
en queratinocitos humanos en el presente estudio Unicamente se determinaron
tres; TLR2 capaz de identificar a peptidoglicano en bacterias Gram positivas,
TLR4 acoplado a MD-2 y a CD14 reconoce lipopolisacaridos en bacterias Gram
negativas asi como acidos lipoteicoicos [39,54] y TLR6 capaz de reconocer a

diacilgliceroles [16,17], por considerarse los mas representativos .

Al realizar la infeccion con Nocardia brasiliensis de los queratinocitos humanos
HaCat y evaluar la sobreexpresion de los receptores TLR 2, 4 y 6 por
microscopia confocal se encontré que hasta las 24 horas postinfeccion se logra
la maxima expresion de estos receptores principalmente de TLR4 seguido de
TLR6 los cuales disminuyen a las 48 horas.

Este resultado no corresponde con lo esperado ya que la sobreexpresién de
TLR4 generalmente se debe a la presencia de lipopolisacarido de bacterias
Gram negativas unido con CD-14 y MD-2 [15, 38,55], dicha caracteristica no
corresponde a Nocardia brasiliensis por ser una bacteria intracelular facultativa
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Gram positiva [12] en cuyo caso deberia estimular principalmente a TLR2 [55] y
al TLR6 [40].

Una explicacién a esto puede ser que el TLR4 juega un importante rol en la
iniciacion de la inmunidad innata y la respuesta inmune [38],ademas de que en
conjunto CD-14 y MD-2 logra unirse al acido lipoteicoico reconociendo de esta
forma a bacterias Gram positivas, mientras que TLR6 se logra expresar
considerablemente en funcidn del reconocimiento de Nocardia.

De igual manera por PCR tiempo real, la expresion maxima del receptor de
superficie  TLR2 se observé a las 2 horas después de la infeccién, TLR4 se
expresé a las 24 h y TLR6 se expresé a las 6 hrs post-infeccion. En ambos
casos tanto en ensayos con PCR como con microscopia confocal se puede
observar que el mayor nivel de expresion en los queratinocitos humanos tras la
infeccion con N. brasiliensis es el de el TLR4, a las 24h.

La estimulacion del TLR4 puede inducir la activacion del factor de transcripcién
NF-kB, que a su vez controla genes para las citocinas inflamatorias como son
la IL-1B, IL-6 y la quimiocina IL-8, asi como la expresién de la molécula
coestimulatoria B7.1, la cual es requerida para la activacion de células T.

La activacién de TLR6 induce a NF-kB y a la c-Jun NH2 cinasa terminal (JNK)
en un modo similar a TLR4 [56].

Los datos anteriores sefialan que la infeccion del queratinocito con N.
brasiliensis promueve la sobreexpresion de los receptores tipo Toll y en
consecuencia permite la liberacion principalmente de las quimiocinas IL8 y
MCP1, asi como de las citocinas IL6, TNFo y en menor medida IL13 al medio

en el que se encuentra.
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10. Conclusiones

Los queratinocitos humanos HaCaT infectados con N. brasiliensis son células

que contribuyen a la generacibn de un ambiente proinflamatorio por la

produccién de IL6 y TNF «, aunado a esto también generan moléculas

quimiotacticas como MCP1 e IL8 las cuales podrian contribuir al reclutamiento

de neutréfilos y monocitos.

11. Perspectivas del proyecto

Se considera que es necesario continuar con estudios posteriores a este tema

considerando:

Estudiar la participacion de otros receptores y mediadores de la
inmunidad innata (MR, CR, etc.,) en modelos in vitro

Evaluar la respuesta in vitro con fracciones celulares de N. brasiliensis

Evaluar las vias de activacion de los receptores Toll en los
queratinocitos infectados con N. brasiliensis

Estudiar otras moléculas efectoras que podrian tener un papel
importante en el control de la infeccion, por ejemplo: NO, ROS, Peptidos

antimicrobianos, entre otros.

Enfocar el modelo In vitro del queratinocito a un modelo murino en el
cual se pueda evaluar de forma mas certera el comportamiento de la

infeccion por Nocardia brasiliensis.
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13. Anexos

Anexo 1 Preparacién de buffer fosfato salino (PBS) 1x

Para preparar 1L (1000mL) de buffer se requeriran :

VVVYY

8.06g de NaCl

0.22¢g de KCI

1.1 59 de NazH PO4

0.20 g de KH2P04

1L de agua desionizada

Procedimiento:

—

N o

. Anadir las sales a un vaso de precipitados de 1000mL

Anadir el 80% del volumen de agua desionizada requerido y mezclar
hasta diluir las sales

Ajustar el pH a 7.4 con HCI 1M o NaOH 10M (segun sea necesario) gota
a gota.

Aforar la solucion con agua desionizada hasta 1000mL

En caso necesario filtrar la solucion a través de unidades de filtracion o
discos de 0.45 ym para eliminar particulas suspendidas.

Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121°C

Almacenar a temperatura ambiente (uso rutinario) o bajo refrigeracién
entre 4y 8 °C.
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Anexo 2. Expresion de los receptores tipo Toll (TLR2, TLR4 y TLR6) en el
queratinocito humano.

- =
=
i i
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' ® >TNFw
s ~IL6
) ’|L1L"
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; ..'. e ~IL8
* o0 o o »MCP1
¢ o o § R
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| Y
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Inflamacion @ @ drasiliensis
@ PMN

La infeccion de los queratinocitos humanos con Nocardia brasilienis permite la
sobreexpresion de los receptores tipo Toll. Con ello a su vez se estimula la
expresion de citocinas como TNFo, IL6 e IL13 capaces de participar en
promocion de un ambiente inflamatorio, ademas de la produccién de
quimiocinas IL8 y MCP1 las cuales podrian contribuir al reclutamiento

de neutréfilos y monocitos.
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