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Resumen

La esporotricosis es una micosis subcutanea granulomatosa subaguda o crénica
causada por especies del complejo dimorfico Sporothrix schenckii, que afecta
preferentemente cara y extremidades. En lesiones extracutaneas puede afectar
pulmones, huesos, articulaciones u otros O&rganos. La esporotricosis es
cosmopolita, en América, los paises con mayor numero de casos publicados son:
Brasil, México y Colombia. En México ocupa el segundo lugar entre las micosis
subcutaneas, después del micetoma; el mayor numero de casos confirmados se
han registrado en: la Ciudad de México, Jalisco, Guanajuato, Puebla, Hidalgo,
Veracruz y Guerrero [4,5,6,7,8].

Para comprender los mecanismos que participan en el establecimiento de esta
patologia es importante conocer que la piel representa la primera linea de defensa
contra la infeccion de una gran variedad de microorganismos y entre las células
que participan en la resistencia contra las infecciones se encuentran los
queratinocitos que son las células mas abundantes en este tejido, sin embargo,
existen pocos reportes acerca de su participacidén en el control de este hongo, por
lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar algunos efectores de la
respuesta inmunoldgica de estas células infectadas con S. schenckii.

Para el disefio experimental se realizaron cinéticas de infeccibn de 12 h de
queratinocitos humanos de la linea celular HaCaT infectados con conidios y
blastoconidios de S. schenckii a una MOI de 1:1. Se evalud la expresion de los
receptores tipo Toll (TLR-2, TLR-4, TLR-6), Receptor a Manosa y Receptor de
complemento CR3, mediante el uso de las técnicas de qPCR y Microscopia
confocal; ademas se realiz6 la evaluacion de la expresidn y cuantificacion de
citocinas proinflamatorias (MCP-1, IL-8, IL-6, IL-1B y TNF-a) por las técnicas de
gPCR y ELISA; asi como la determinacién del rearreglo de las fibras de actina por
Microscopia confocal.

En las células infectadas con conidios se observd un aumento en la produccion de
quimiocinas MCP-1 (76 pg/mL a las 6h) e IL-8 (149 pg/mL a las 8h) por los
queratinocitos humanos, adicionalmente se observa un aumento en la expresion
del Receptor a Manosa, TLR-6 y Receptor CR3, existen cambios en el rearreglo
de actina los cuales permanecen hasta el término de la cinética.

Cuando la linea celular se infecté con blastoconidios, se observo un incremento de
las quimiocinas MCP-1 e IL-8, también una sobreexpresién del receptor a manosa,
TLR-6 y el receptor CR3, al igual que en la infeccidon con conidios, se observaron
cambios importantes en el rearreglo de las fibras de actina y estos permanecieron
hasta el término de la cinética.

Los queratinocitos humanos infectados con blastoconidios y conidios de S.
schenckii producen un ambiente quimiotactico, ademas se induce la
sobreexpresién de diversos receptores como el de Manosa CR3 y TLR6.
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BHI Infusidn cerebro corazon

CcDh Grupo de diferenciacion del inglés “cluster of
differentiation”

D-MEM Medio esencial minimo (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

ETAF Factor activador de timocitos derivado de células
epidérmicas

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos

ICAM-1 Molécula de adhesién intercelular 1 del inglés
Intercellular Adhesion Molecule 1

IL Interleucina

LPS Lipopolisacarido

LRRs Segmentos repetitivos ricos en Leucina

LTA Acido lipoteicoico

MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1 0
“Monocyte Chemoattractant Protein-1”

M-CSF Factor estimulante de colonias de monocitos

NK “Natural killer” (asesina natural)

PAMPs Patrones moleculares asociados a patdogenos

PBS Buffer fosfato salino de sus siglas en inglés
“Phosphate Buffered Saline”

PDGF Factor de crecimiento/diferenciacién plaquetario

PGN Peptidoglicano

PMA Forbol- miristato-acetato

PRRs Receptores de reconocimiento de patrones

qPCR PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa inversa
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S. schenckii

Sporothrix schenckii

SDS

Dodecilsulfato sodico

TGF-8 Factor de crecimiento transformante

TLR Receptor tipo Toll o “Toll-like receptor”

TNF-a Factor de necrosis tumoral o

ELISA Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas del
inglés “Enzyme-linked Immunosorbent Assay”

IMF Intensidad Media de Fluorescencia

RM Receptor a Manosa

ROS Especies Reactivas del Oxigeno del inglés “Reactive
Oxygen Species”

NO Oxido Nitrico

MHC | Complejo principal de histocompatibilidad clase |
del inglés “major histocompatibility complex”

MHC 1l Complejo principal de histocompatibilidad clase Il
del inglés “major histocompatibility complex”

INFy Interferon gamma
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1. INTRODUCCION

La esporotricosis es una micosis subcutanea granulomatosa subaguda o crénica
causada por especies del complejo dimorfico Sporothrix schenckii, que afecta
preferentemente cara y extremidades. En lesiones extracutaneas puede afectar
pulmones, huesos, articulaciones u otros 6rganos [1,2].

Es cosmopolita, en América, los paises con mayor numero de casos publicados
son: Brasil, México y Colombia [3]. Sin embargo en México ocupa el segundo lugar
entre las micosis subcutaneas, después del micetoma; el mayor numero de casos
confirmados se han registrado en: la Ciudad de México, Jalisco, Guanajuato,
Puebla, Hidalgo, Veracruz y Guerrero [4,5,6,7,8].

Se ha podido reconocer cuando menos cinco especies fungicas diferentes: S.
schenckii sensu strictu, S. brasiliensis y S. globosa, capaces de causar
enfermedad humana y animal; las otras dos especies son S. mexicana y S.
albicana no asociadas con ninguna enfermedad [9,4].

El hongo puede causar mdltiples cuadros clinicos, el mas frecuente es la
esporotricosis cutaneo-linfagitica que ocupa el 75% de los casos, caracterizada
por la presencia de granulomas esporoétricos, tuberculoides o de cuerpo extrano.
La histopatologia de la esporotricosis esta determinada por la presencia de una
masa de histiocitos que rodean un &rea central de neutréfilos o material necrético
rodeado de neutréfilos, células plasmaticas y linfocitos con presencia de
blastoconidios (levaduras). El granuloma tipo tuberculoide tiene un area central y
esta rodeado de fibroblastos, células epitelioides, linfocitos y células gigantes de
Langerhans [10,11].

El mecanismo de infeccién en los humanos es por inoculacién trauméatica de
conidios, debido a ello la epidermis humana proveera la primera linea de defensa
contra este patégeno y en donde los queratinocitos representan la principal
poblacion celular estableciendo un medio local de citocinas pro-inflamatorias y
guimiocinas necesarias para atraer a otras células que participan en la respuesta
inmune contra estos patdgenos [12]. El sistema inmune innato permite un rapido

reconocimiento de un amplio espectro de patdégenos, mediante un repertorio de
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receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Después del reconocimiento de
PAMPs por los receptores tipo Toll (TLR) se activan los componentes de
sefnalizacion que inician una respuesta inflamatoria caracterizada por el
reclutamiento de células inmunes como son los polimorfonucleares, en el sitio de
la infeccién, ademéas de la produccién de efectores como citocinas, péptidos
antimicrobianos, especies reactivas de 6xido nitrico, etc., con el fin de eliminar al
patdgeno invasor [13].

Se ha descrito que los queratinocitos son reservorio de citocinas y quimiocinas (IL-
18, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12, MCP-1, TNF-a), que atraen células polimorfonucleares
neutréfilos y macréfagos; y su activacion obedece a la secrecion de los
mediadores pro-inflamatorios (TNF-a e IL-1) provenientes de la activacién de estas
células [12].

Los TLRs, comprenden a una familia de 10 receptores en humanos, con distintos
perfiles de reconocimiento. En los queratinocitos humanos se conoce la expresion
de los receptores, TLR-1 al TLR-6, TLR-9 y TLR-10 [14].

Se ha reportado el papel del queratinocito como célula inmunocompetente en
respuesta hacia hongos, cuando en cultivos in vitro se ponen en contacto con
levaduras de Candida albicans, induciendo la secrecion de TNF-o, IL-1B e IL-6
[14].

Bajo este contexto y a pesar de que los queratinocitos son las células mas
abundantes de la piel, existen pocos reportes acerca de su participacién en el
control de la infeccidén causada por este hongo, por lo que el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la respuesta innata de estas células al ser infectadas con
conidios y blastoconidios de S. schenckii.
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2. ANTECEDENTES

El primer caso de esporotricosis se registré en el aiio1898 en Estados Unidos por
Schenk, quien describidé una clasica esporotricosis linfagitica, ademas de aislar y
cultivar el hongo causante de esta patologia; mas tarde fue clasificado por Smith
como un hongo del género Sporotrichum. Los siguientes casos se observaron
también en Estados Unidos por Hektoen y Perkins, quienes incluyeron al hongo en
el género Sporothrix y describieron la especie schenckii. Los primeros casos
mexicanos fueron reportados alrededor de 1913 por Gavoén y Aguirre-Pequefio. En
1947, los estudios realizados por Gonzalez-Ochoa junto con Soto-Figueroa serian
importantes en el terreno inmunoldgico debido a que extrajeron y purificaron el
primer antigeno de naturaleza polisacarida, utilizandolo con excelentes resultados

en pruebas epidemiolégicas [1].

Sin embargo la respuesta inmune del huésped contra S. schenckii no se entiende
a fondo como la descrita para Candida albicans u otros hongos patégenos en
humanos [15], por lo tanto, los mecanismos inmunolégicos implicados en la
prevencion y control de las infecciones por S. schenckii todavia no son claras y
es probable que incluyan tanto las respuestas celulares y humorales, que parecen
ser desencadenadas por antigenos distintos, de la superficie celular,
especialmente algunos lipidos que inhiben el proceso de fagocitosis, mientras que
la respuesta humoral es inducida por las proteinas secretadas del hongo
(antigenos exo) que no estan implicados en la respuesta celular [16]. Sin
embargo, la respuesta inmune contra este hongo se ha estudiado desde los afios
70 y hasta la fecha se dispone de informacién limitada sobre su interaccidén con el
sistema inmunitario. Desde entonces estaba claro que los pacientes con defectos
en la inmunidad mediada por células eran mas susceptibles a la infeccion
sisttmica [15,17]. Los estudios que utilizan ratones con la enfermedad
granulomatosa crénica mostraron que los mecanismos basados en la utilizacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxigen Species) son esenciales
para la eliminacion de los blastoconidios fagocitados por los neutréfilos vy
macréfagos [15,18].
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Ademas, los macréfagos peritoneales activados previamente con Picibanil (OK-
432, mezcla liofilizada de Streptococcus pyogenes del grupo A, tipo 3, tratada con
Penicilina G Potésica) mostraron una buena tasa de muerte intracelular del hongo,
haciendo hincapié en la importancia de estos mecanismos (ROS) para su
eliminacion [15,19]. Ademas, los blastoconidios de S. schenckii son capaces de
activar las dos vias del complemento: la clasica y alternativa, el ultimo de forma
independiente de la presencia de anticuerpos [15,20]. Aunque los blastoconidios
fueron cubiertas por C3, la contribucion especifica de la activacion del
complemento durante la respuesta anti-Sporothrix todavia no es del todo claro
[15].

No obstante, poco se sabe acerca de la respuesta inmune innata y los receptores
implicados en el reconocimiento y la fagocitosis de S. schenckii.
En un estudio realizado por Guzman y colaboradores, se demostré que la
fagocitosis 6ptima de conidios y blastoconidios por macrofagos THP-1, depende
de la opsonizacién con suero humano pre-inmune [21]. Por otra parte las células
fungicas opsonizadas con anticuerpos, aumentan la capacidad de los macréfagos
para fagocitarlos y producir citocinas pro-inflamatorias [22]. A pesar de que los
PAMPs localizados en la superficie de Sporothrix no han sido identificados, la
contribucion de los PRRs en su posible reconocimiento ha sido establecida. TLR-
4 es capaz de reconocer algunas moléculas del extracto lipidico de los
blastoconidios y su activacion conduce a la produccion de TNF-a, IL-10 y NO
[23,13]. Se ha demostrado que los ratones deficientes en TLR-4 infectados con S.
schenckii producen niveles reducidos de citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias [24]. En el caso de TLR-2, en macréfagos de ratén deficientes en
este receptor, se muestra una reducciébn en la capacidad fagocitica de
blastoconidios y los animales que carecen de este receptor muestran
concentraciones bajas de TNF-q, IL-1B, IL-2 e IL-10 [25]. Un informe reciente de
Guzman y Col., sugiere la participacién del Receptor a Manosa (RM) en la
fagocitosis de conidios de S. schenckii por macréfagos THP-1 [21]. Por lo tanto la
respuesta inmune innata juega un papel clave en el establecimiento de una

respuesta protectora anti-Sporothrix.
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Durante la esporotricosis el huésped puede desarrollar inmunidad adaptativa a
través de la activacion de macroéfagos por las células T CD4*, que liberan INF-y y
TNF-a para impulsar la eliminacion de S. schenckii por los macréfagos y conducir

al establecimiento de un respuesta inmune basada en Th1 [15,26,27].

En el ano 2009, Sassa y colaboradores [24], realizaron estudios sobre la
esporotricosis y la participacion de receptores tipo Toll en modelos murinos, cuyo
objetivo fue estudiar el papel del TLR-4 durante la respuesta del hospedero ante la
infeccién por S. schenckii en el cual se valoro la respuesta inmunitaria a través de
la medicion de mediadores pro-inflamatorios, tales como, el Factor de Necrosis
Tumoral Alfa (TNF-a), Oxido Nitrico e Interleucina 10 (IL-10) en macréfagos
peritoneales, en el cual reportaron cantidades reducidas de los mediadores pro-
inflamatorios y anti-inflamatorios en ratones deficientes de TLR-4, lo que sugiere la
implicacion de este receptor en el reconocimiento de este agente infeccioso.
Recientemente, Min Li y colaboradores [28], demostraron que los conidios y los
blastoconidios de S. schenckii activan la respuesta inflamatoria caracterizada por
la produccién de citocinas y quimiocinas como IL-6 e IL-8, ademas de la activacion
del TLR-2 y TLR-4 en queratinocitos humanos de prepucio neonatal.

Sin embargo, hasta la fecha se dispone de informacion limitada sobre la
interaccibn de S. schenckii con el sistema inmunoldgico del huésped,
especialmente con las células que componen la piel, principal via de entrada del
hongo y en el cual la respuesta inmune innata juega un papel importante en la

patogénesis de la esporotricosis.
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3. Esporotricosis

Es una micosis subcutanea que afecta de modo preferente el rostro y las
extremidades, se caracteriza por ndédulos o gomas que dan lugar a lesiones fijas
verrugosas o linfagiticas de avance subagudo o crénico; rara vez es extracutanea
o sistémica afectando pulmones, huesos o articulaciones. Es producida por el
complejo dimérfico Sporothrix schenckii [1]. Se considera una micosis de tipo
ocupacional propia de los campesinos, que se encuentran en contacto diario con
la tierra, la lefa, etc. Las regiones endémicas reconocidas tienen clima subtropical
[29].

3.1.1 Epidemiologia

La esporotricosis es cosmopolita, en América, los paises con mayor numero de
casos publicados son: Brasil, México y Colombia [3]; Australia en Oceania; en
Asia son Japén, India, China Oriental y Corea del Sur. En Africa sélo la Republica
de Africa del Sur. En Europa se conocen focos endémicos pequefios, en ltalia del
Sur, Espafay las Islas Britanicas [29].

Recientemente, S. schenckii ha recibido particular atencién debido al aumento en

el numero de infecciones causadas en todo el mundo (Figura 1).

Human cases

EEL Animal cases

‘ Lab studies

Figura 1. Distribucion mundial de la esporotricosis [3].
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La presencia del complejo S. schenckii en los casos de esporotricosis se ha
registrado en todos los continentes y en diferentes regiones geograficas, como las
regiones tropicales y subtropicales [30].

Algunas areas han declarado la esporotricosis como un problema de salud
emergente, con un interés creciente por las autoridades sanitarias [31, 32].

Sin embargo en México ocupa el segundo lugar entre las micosis subcutaneas,
después del micetoma; el mayor numero de casos confirmados se han registrado
en: la Ciudad de México, Jalisco, Guanajuato, Puebla, Hidalgo, Veracruz y
Guerrero [4,5,6,7,8].

La frecuencia segun el sexo no esta muy definida, en algunos datos estadisticos
se encuentra en ambos sexos por igual, en otras predomina en varones (3:1) y en
México el 62% de los casos se ha observado en mujeres. Se presenta a cualquier
edad, es preponderante en nifios y jovenes de 16 a 30 afnos; en México el 28% de
los casos ocurre en mayores de 50 anos de edad. Mientras que del 10 al 34% de
los casos ocurre en niflos y predomina en el rostro. Afecta a todos los grupos
étnicos por igual. Se presenta en campesinos (44%), jardineros, floristas,
carpinteros y amas de casa (30%); puede adquirirse de modo accidental en el
laboratorio. Debido a ello se considera una micosis ocupacional, que predomina
en estratos socioecondmicos bajos tal vez por la fuente de adquisicion. Los
factores predisponentes para la infeccién extra cutanea son la desnutricidén y el
alcoholismo [33].

3.2 Sporothrix schenckii

El agente causal de la esporotricosis es el hongo dimérfico Sporothrix schenckii,
clasicamente, se habia identificado una sola especie, pero con la revolucién
molecular filogenética se ha podido reconocer cuando menos cinco especies
diferentes, distribuidas por regiones geograficas diversas, tales son: S. schenckii
sensu strictu, S. brasiliensis y S. globosa, capaces de causar enfermedad humana
y animal; las otras dos especies son: S. mexicanay S. albicana no asociadas con
ninguna enfermedad [9,10].
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El complejo Sporothrix son organismos de la divisibn: Ascomycota, clase:
Pirenomicetes, orden: Ophiostomatales y familia: Ophiostomataceae, que se
encuentran de forma natural en la vegetacién en descomposicidén, excrementos de
animales, y los suelos abundantes en celulosa, con un rango de pH de 3,5 a 9.4
[34,35]. Se encuentra en la naturaleza en forma micelial (fase saprofita o
infectiva), sobre sustratos vegetales a una temperatura de 20 — 30°C y se
caracteriza por presentar hifas finas (1- 3 um de didmetro), ramificadas, hialinas,
septadas con conidioforos de 10 - 30 um de largo, de las que nacen conidios
ovoides o piriformes dispuestos en forma de “pétalos de margarita o flor de
durazno” (simpoduloconidios); algunos conidios nacen directamente del tallo de la
hifa (raduloconidios) de 3 - 5 micras (Figura 2) [1].

Sin embargo cuando un hospedero es infectado, se desarrolla en los tejidos en
forma de blastoconidio (fase parasitaria), con una morfologia variable: oval,
redonda, fusiforme o en forma de cigarro y con tamano promedio de 1-3 x 3-10
um [1]. Mientras que macroscopicamente, se observan colonias cremosas, blanco
amarillentas, ligeramente acuminadas, similares a las colonias bacterianas. Otra
estructura que puede encontrarse en los tejidos infectados es el cuerpo asteroide
esporotricosico, definido como una estructura de blastoconidio rodeada de un halo
eosinofilico radiado, PAS-positivo, provocado por el proceso conocido como

fenémeno de Splendore-Hoeppli (Figura 3) [36].
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Figura 2. Estructuras Figura 3. Cuerpos asteroides en
simpodiales de S. schenckii. Hifas esporotricosis. Cuerpo asteroide de
finas, conidiéforos 'y  conidios Sporothrix schenckii por la técnica de
simpodiales organizados en forma H-E [38].

de flor de margarita [37].
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Este halo probablemente es producto de la desintegracion de las células
hospederas y se considera una reacciéon antigeno-anticuerpo. No es un signo
patognoménico de esporotricosis, se encuentra en 40 a 50% de los casos [36].

La conversion de la forma filamentosa a blastoconidio también es necesaria para
que pueda establecerse la infeccidn por Sporothrix schenckii. Este hongo produce
infecciones después de la implantacion de conidios, fragmentos pequefios de hifas
o0 ambos por traumatismos en la piel y el tejido subcutaneo, o bien dentro de los
alveolos tras su inhalacién, pero esta via de infeccién es rara [39].

3.2.1 Aspectos bioquimicos de la pared de S. schenckii

La pared fungica protege a la célula de los cambios drasticos en el ambiente
externo; que es el primer punto de contacto con el huésped [40].

La pared celular de S. schenckii esta compuesta por g-glucanos, galactomananos,

quitina, glicoproteinas, glicolipidos, melanina y glucopeptidos (péptidos
ramnomananos) [31,34,41]. El analisis quimico de estos glucopéptidos muestra
que estan constituidos por 14% de proteinas y 85% de carbohidratos. Los
principales azucares identificados en la mélecula son ramnosa y manosa, mismos
que actian como adhesinas e inductores inmunogénicos, como lo es la
glucoproteina de 70 KDa, aparentemente especifica del hongo [33]. Se requieren
estudios detallados con el fin de conocer mas la estructura de la pared celular de
este hongo.

3.2.2 Mecanismo de Infeccion

La principal via de ingreso del agente es la cutanea, por inoculacion traumatica de
conidios (forma directa) y la forma indirecta, por rasguiios o mordeduras de
animales (gatos, ratas, ratones, ardillas y armadillos), que transportan los conidios
de Sporothrix en dientes y ufas, teniendo el papel de vectores.

Con menor frecuencia, es por via aérea mediante la inhalaciéon de conidios, que da

origen a la forma pulmonar, pero esta via de infeccion es rara [42].
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3.3 Clasificacion de las formas clinicas

La enfermedad tiene muchas presentaciones clinicas y depende del sitio de

inoculacion y de la respuesta del huésped (Figura 4).
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Figura 4. Clasificacion de la esporotricosis [33].

Esporotricosis primaria pulmonar: el hongo puede penetrar por las vias
respiratorias y originar neumopatias con posible diseminacién hematdgena, sobre

todo en diabéticos, desnutridos y aquellos con deterioro inmunitario [33].

Esporotricosis primaria cutanea: en un paciente con inmunidad celular normal,
el hongo penetra por pequenas heridas o excoriaciones. La primera lesiéon es un
chancro de inoculacion o puede haber chancros multiples, confluentes o
dispersos. Es una enfermedad polimorfa con tres formas de manifestaciones

clinicas: fija, linfagitica y sistémica [33].

e Forma fija: después de un periodo de incubacion promedio de tres
semanas (rango: cinco dias a seis meses), sobre el lugar de la inoculacién,
comienza un proceso inflamatorio localizado de aspecto banal: aumento de
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volumen, enrojecimiento, ulceracién, costras, bordes levantados y el color
de rosado a violeta, es el llamado chancro esporotricésico (Figura 5),
aparece sobre todo en cara, cuello y tronco; en esta variedad no hay
diseminacion [33].

Figura 5. Clasificacion de las formas clinicas en la esporotricosis.
A) Chancro esporotrico. B) Esporotricosis forma fija [33].

Forma linfagitica: es la méas frecuente, el chancro de inoculaciéon es un
nddulo indoloro de color rojo purpura que sufre necrosis central y puede
ulcerarse; dura semanas 0 meses, persiste o cicatriza al tiempo que
aparecen lesiones nodulares 0 gomas eritematosos que siguen el trayecto
de los vasos linfaticos, permanecen cerrados o pueden ulcerarse y dejar
salir exudado purulento (Figura 6 A) [33].

Forma diseminada: menos frecuente (2%), existen dos presentaciones de
esporotricosis diseminada: una cutanea y otra sistémica. La primera afecta
varias regiones del tegumento, pero no hay alteracién sistémica y la
respuesta al tratamiento convencional es adecuada. Se considera una
infeccion oportunista grave; afecta o6rganos internos y puede haber

fungemia; ocurre en pacientes con alguna inmunodeficiencia, en especial
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con linfoma, SIDA y en aquellos que reciben tratamiento con cortisona, asi
como en diabéticos y alcohdlicos; se acompana de fiebre, dolor, mal estado

general y reduccidon de peso se ha registrado (Figura 6 B) [33].

Figura 6. Clasificacion de las formas clinicas en la esporotricosis.

A) Esporotricosis linfagitica. B) Esporotricosis diseminada [33].

Reinfeccidon: se presenta en sujetos ya sensibilizados con el hongo, sin
enfermedad previa; se manifiesta por formas fijas de corta duracién o por lesiones
sin tendencia a la curacion.

Las modalidades extracutaneas son raras; afectan principalmente los huesos,

articulaciones, las conjuntivas, el humor acuoso y el area lagrimal [33].

3.4 Estructura y funcién de la piel

La piel es un érgano dinamico formado por distintos tipos celulares que
desempefian 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 [12].
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Se compone por dos capas principales: la epidermis y la dermis (Figura 7).
La epidermis es el compartimiento exterior caracterizado por ser un epitelio plano
poli-estratificado y queratinizado compuesto de cuatro estratos (estrato corneo,

estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal) [43].

E ~\\ . Queratinocitos
Estralo — - ==~ mueros Superficial
cdmeo — T A
Esirato "‘\";§ ~-—:_‘_: - _,:- -
lucido % =
Estrato Grdnulos lamelares
granuloso
———— Queratinccito
Esirato
Célula de Langerhans
Célula de Merke!
Disco tacti!
Neurona sensitva
Melanocito
E:;r:'to 2 —— Darmis A 4
% Profundo

Figura 7. Estructura de la piel.

Distribucién de las células inmunitarias [43].

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
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explica que la piel se encuentra en cambio constante debido a la migracion de los
queratinocitos desde la capa basal hasta la capa cornea [44,45]. 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 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 funcién de barrera de la piel. Las células en esta capa
conocidas como corneocitos son células derivadas de queratinocitos muertos que

carecen de organelos [43] y que contienen redes de fibrinas y queratina [44].

3.4.1 Inmunologia de la piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y por lo tanto una importante pieza de
la respuesta inmune contra infecciones, debido a que posee factores de proteccion
que limitan la colonizacion y la supervivencia de los microorganismos, aparte de
funcionar como barrera fisica, tiene potentes mecanismos bactericidas y
fungicidas.

El mecanismo de resistencia a infecciones puede dividirse en respuesta
inmunitaria innata y adaptativa. La inmunidad innata carece de memoria
inmunolégica, se compone de barreras fisicas, como la piel y mucosas, tanto del
sistema respiratorio, gastrointestinal y genitourinario; asi como barreras quimicas
como sustancias antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales [46,12].
Entre las células de la epidermis que participan se encuentran los queratinocitos,
melanocitos, macréfagos tisulares, monocitos, granulocitos, mastocitos y células
NK; también existen sistemas de reconocimiento para los microorganismos, que
pueden producirse y activar varios agentes antiinfecciosos, como los factores de
complemento de las vias clasica y alterna, péptidos antimicrobianos (defensinas,
catelicidinas e histatinas), citocinas, quimiocinas y especies reactivas del oxigeno
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y 6xido nitrico (NO) [12,47]. El sistema inmune cutaneo (SIC), esta constituido por
células presentadoras de antigenos (Langerhans, dendriticas tisulares), linfocitos y
en su etapa humoral lo integran inmunoglobulinas secretadas y citocinas tales
como IL-1, IFN-y, GM-CSF, TNF-a, TGF-B, etc. [48]. La induccidn de la respuesta
inmunitaria adaptativa se realiza por las células dendriticas (Langerhans) ubicadas
en la epidermis y encargadas de la captacion, 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 cutaneo (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 [12].

3.4.2 Los queratinocitos humanos: células participantes de la respuesta

innata

Entre las células que conforman la piel se encuentran los queratinocitos, que
ocupan el 95% de las células de la epidermis. Entre las funciones de estas células
se encuentra la produccién de queratina (funcién de barrera mecéanica), proteccion
contra el dafno ambiental causado por patégenos, el calor, la radiacién UV y la
pérdida de agua, por ello tienen un papel importante en el mantenimiento de la
estructura y funcion normal de la epidermis [48,12]. Por su localizacién, son las
primeras células que entran en contacto con una gran cantidad de antigenos o
agresiones procedentes del medio ambiente es decir ademas de mantener la
estructura de la piel, son una barrera fisica contra muchos antigenos, por lo que
cuentan con varias funciones que ayudan al sistema inmunoldgico [12]. 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 y permanencia de células inmunitarias en

piel inflamada.
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Se ha descrito que los queratinocitos expresan de manera constitutiva o inducible
receptores tipo Toll (TLRs), del TLR-1 al TLR-6, TLR-9 y TLR-10 [24]. También
son una fuente importante de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos, que son capaces de expresar antigenos de clase Il, los
queratinocitos pueden no sbélo participar en la respuesta inmunitaria epidérmica,
sino que tienen un papel importante en el inicio de la respuesta adaptativa [49]. La
expresion de estos receptores permite la produccion de mediadores
proinflamatorios como citocinas (IL-1B, IL-3, IL-6, IL-12, GM-CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos), TGF-p (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), TNF-ay péptidos antimicrobianos.
También pueden condicionar la respuesta inmune, mediante la secrecion de
quimiocinas (IL-8 y MCP-1) lo que recluta células polimorfonucleares neutrofilos
(PMN) y macréfagos [12],

Se ha reportado el papel del queratinocito como célula inmunocompetente en
respuesta hacia hongos cuando en cultivos in vitro se pone en contacto con
Candida albicans y se induce la secrecién de TNF-a, IL-1p e IL-6 [14].

Este rapido reconocimiento de un amplio espectro de patégenos, se lleva a cabo
mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que reconocen a los
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) [50,51]. Los PRRs se
localizan en las células efectoras del sistema inmunoldgico innato, como
monocitos, macréfagos, células dendriticas, células B, células NK, células
epiteliales, asi como en los queratinocitos, que tienen la capacidad de expresar
una gran variedad de patrones de reconocimiento, como son los receptores tipo

Toll y Receptores a Manosa [52].
3.5 Receptores tipo toll (TLR)

Los receptores tipo Toll (TLRs) son proteinas transmembrana tipo 1; son
receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRR); participan en la

respuesta inmune innata contra una gran variedad de microorganismos, asi como
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en enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Los TLRs responden a sefales
enddgenas y exégenas al reconocer patrones moleculares [53].

Presentan homologia con la proteina Toll de Drosophila melanogaster y el
receptor de la IL-1 (IL-1r) [54]. Esta similitud se da en el dominio intracelular de la
proteina Toll, la cual muestra una notable similitud con los dominios intracelulares
del receptor de la interlucina-1 (IL-1) de los mamiferos [55]. Presentan un amplio
rango de ligandos que incluyen motivos estructurales presentes en bacterias,
hongos, parasitos (Tabla 1) y en la actualidad se conocen 11 TLR en humanos
(TLR1-TLR11) [56].

Los TLR se encuentran en la superficie celular y en las membranas intracelulares,
y por ello, son capaces de reconocer microorganismos en diferentes
localizaciones. Los TLR 1, 2, 4, 5 y 6 se expresan en la membrana plasmatica
donde reconocen varios PAMPs en el ambiente extracelular; por el contrario, los
TLR 3, 7, 8 y 9 se expresan, sobre todo, dentro de las células en el reticulo
endoplasmico y las membranas endosémicas, donde detectan varios ligandos de

acidos nucleicos [56,57].

3.5.1 Estructura y activacion de TLRs por PAMPs

Todos los TLRs comparten la misma estructura: un gran dominio extracelular N-
terminal (20-30 aminoacidos) que consiste en aproximadamente 16-28
repeticiones ricas en leucina (LRRs). Un dominio intracelular C-terminal similar al
receptor de IL-1 llamado TIR (como Toll/IL-1R-) [58]. El dominio extracelular tiene
la capacidad de union al ligando mediante los LRRs (segmentos repetitivos ricos
en Leucina), siendo las responsables del reconocimiento de los diferentes PAMPs,
y el dominio TIR media la sefal intracelular (Figura 8) [59].

Los PAMPs fungicos son reconocidos por TLRs, esto se ha demostrado en
estudios realizados en ratones que carecen de MyD88 (molécula adaptadora), en
el cual presentan mayor susceptibilidad a las infecciones por hongos tales como
Candida albicans, Aspergillus fumigatus'y Cryptococcus neoformans.

32



Tesis de Maestria en Ciencias Farmacéuticas

Un andlisis mas detallado revel6 que varios componentes fungicos son
reconocidos por TLRs; por ejemplo, mananos de fosfolipidos y B-glucanos son
reconocidos por TLR-2 y glucuronoxilomananos son reconocidos por CD14 y TLR-
4. Sin embargo, varios estudios han sugerido que los receptores de Lectina de tipo
C, como los receptores a manosa, dectin-1, dectin-2 y DC-SIGN desempefan un
papel fundamental en la inmunoproteccion [58].

Los receptores tipo toll que reconocen ligandos de la pared celular de los hongos

son:

Repeticiones ricas en leucina (Lkr)

Dominio
exterior

<

Modelo de cinta del
dominio exterior

SRR IS
LERRREREER] LLERRRRRELRRERRLR

Membrana celular

Dominio TR

Figura 8. Estructura del receptor tipo Toll (TLR) y unién de ligandos de
PAMP. (LRR, segmentos repetitivos ricas en Leucina, que contienen la secuencia
LXXLXLXX, donde L es Leucina y X cualquier aminoacido) [58].

El TLR-2, posee un mecanismo Unico de reconocimiento en donde coopera con
otros TLR miembros de la familia, especialmente TLR1 y TLR6, e inicia la
activacion de genes caracteristicos de una respuesta de tipo Th2.
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Este receptor reconoce diferentes productos bacterianos como lipoproteinas de

bacterias gram negativas, peptidoglicano de bacterias gram positivas, acido

lipoteicdico, LPS y en hongos reconoce moléculas de zimosan y [B-glucanos

(Tabla 1) [56].

Tabla 1. Reconocimiento de PAMPs por TLRs y otros PRRs [57].

ESPECIES PAMPs TLR PRRs
LPS TLR4
Bacteria, lipoproteinas, LTA, TLR2/TLR1,TLR2/TLR6 NOD1,NOD2,NALP3,NALP1
Micobacteria | PGN,
lipoarabinomana
flagelina TLR5 IPAF,NALP5
DNA TLR9 AIM2
RNA TLR7 NALP3
Virus DNA TLR9 AIM2, DAI, IFI16
RNA TLR3,TLR7,TLR8 RIG-I, MDAS5,NALP
Proteina estructural TLR2,TLR4
Hongos zymosan, B-glucano  TLR2,TLR6 Dectin-1, NALP3
Manano TLR2,TLR4
DNA TLR9
RNA TLR7
Parasitos tGPI-mutin TLR2
(Trypanosoma)
Glicoinositol TLR4
Fosfolipidos
(Trypanosoma)
DNA TLR9
hemozoin TLR9 NALP3
(Plasmodium)
Molécula similar a TLR11

profilina
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El TLR-4 interviene en la sefnalizacion en respuesta a un amplio espectro de
estimulos, el LPS (reconocimiento en el que interviene esencialmente), la proteina
F del virus respiratorio sincitial (VRS) y proteinas bacterianas de choque térmico
(HSP60 y HSP70), entre otros [35]. Actia como un homodimero, a diferencia de
TLR-2 que actua de forma dimérica, también reconoce moléculas de manano,

presentes en hongos [56].

El TLR-6 actia de manera sinérgica con TLR-2 como un homodimero para el
reconocimiento de moléculas de zimosan y B-glucanos en hongos, asi como
peptidoglicanos, que son componentes de bacterias gram positivas, lipoproteinas
bacterianas diacetiladas como las producidas por micoplasmas, que son potentes

activadores de macroéfagos [56].

Ib'l;rln?l'rlm Imid-a::ﬁﬂnli‘m Flagslin
pe
Diagyl Cipl5 DA, Profilin-ika protsin
popeplide i Urcpatheganic bacteria

TLR1 TLRz TLRZ TLRe

\/

Irflammabary oytckines InAammatary kines Inflammatary optokings  Inllammate mnkrm Inflammatery gylokinga
Tj'p-a-fria?a Tipa TI

Figura 9. Activacion de receptores tipo Toll y la activacion de citocinas
proinflamatorias [60].
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3.5.2 Cascada de Senalizacion

Después de la interaccion con su ligando respectivo, los TLR dimerizan y sufren
un cambio conformacional requerido para el reclutamiento de moléculas de
senalizacion [54]. La activacion de la cascada de sefalizacién de los TLRs se
origina en el dominio TIR, el cual posee cuatro moléculas adaptadoras, (MyD88,
TIRAP/MAL, TRIF y TRAM) (Figura 8). Estos adaptadores estan asociados con las
interacciones del dominio TIR, siendo diferentes los adaptadores que se activan
segun el tipo de TLR, existiendo diferentes combinaciones de estos adaptadores
[52]. El funcionamiento de estas rutas puede ser dependiente o independiente de
la proteina adaptadora MyD88 (factor de diferenciacién mieloide 88) [56].

Los principales factores de transcripcion activados por las vias de transmision de
senales de los TLR son el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina de activacién 1
(AP-1), el factor de respuesta al interferon 3 (IRF3) e IRF7. Posteriormente NF-kB
y AP-1 estimulan la expresion de genes que codifican muchas de las moléculas
requeridas para las respuestas inflamatorias, como las citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL1-B), y las quimiocinas (MCP-1 e IL-8) (Figura 9) [56].

LPS (Escherichia cof)
Mannan(s.cerevisiae)
DNA (T. bruci)

Taxol Flagellin
Diacylated lipopeptided ¢5ion protein (RSV) Profilin (T.gondi)
(M. fermentans)
ymosan (Fungi) 1 l

Triacylated lipopeptides 1
(Borrelia burgdorteri)
TLR pe

} 00

~
S

\,
Polyi:C ssRNA| | CpG motifs ™
dsRNA (HIV) (MCMV, HSV) "\ N
TLRO N\

TLR3

IFN-§ IL-1 TNFa IL-6

Figura 10. Vias de senalizacion y activaciéon de los TLRs. En la figura se
indican las dos rutas de activacion dependiente e independiente de MyD88 [58].
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3.6 Receptores para endocitosis y fagocitosis

Son receptores expresados en la superficie celular que, una vez que reconocen y
se unen a sus ligando, median directamente la internalizacion de los
microorganismos, para llevarlos a los lisosomas, donde son atacados por las

moléculas intracelulares almacenadas en los granulos de estas células [60].

3.6.1 Receptores a Manosa (MR)

El receptor a manosa es una proteina transmembrana de 175 kDa que
primeramente fue descubierta en humanos, especificamente en macréfagos para
luego ser encontrado en células dendriticas y una gran variedad de células
endoteliales y epiteliales [61]. La familia de receptores a manosa es un subgrupo
de la superfamilia de las lectinas de tipo C, que a su vez, forman parte de los
PRRs. Los receptores a manosa son proteinas transmembrana tipo | constituidas
por cuatro integrantes: el receptor de manosa, el receptor de fosfolipasa A2 del
tipo M (PLA2R), DEC-205 y Endo180. Los cuatro miembros de esta familia
poseen dominios estructurales caracteristicos tanto en su porcion extracelular
como en su fraccion intracelular. Algunos de los componentes extracelulares son:
ocho dominios de lectina de tipo C (CTDLs, encargado del reconocimiento de
carbohidratos), donde CTLD-4 al -8 son funcionales, un motivo amino terminal rico
en cisteinas (CRD, que patrticipa en el reconocimiento de azucares sulfatados), un
dominio Unico de fibronectina del tipo Il (FNII, que participa en la unién a
colageno). El resto de la proteina esta constituida por: un dominio transmembrana
y una porcidén intracelular de 45 aminoacidos que, a su vez, posee la capacidad
de endocitar elementos desde la membrana plasmatica via vesiculas recubiertas
de clatrina hasta el sistema endosomal (Figura 11). Este mecanismo se realiza
gracias a la existencia de dos motivos, en la porcion citoplasmatica del receptor,
que le permiten unir complejos adaptadores que desencadenan distintas vias de
transduccion de senales. La funcion de este receptor es unir e internalizar una

gran variedad de glicoproteinas, que poseen residuos terminales de manosa,
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fucosa y GlIcNAc, [62,63]. Como parte del sistema inmune innato, MR ha sido
involucrado en el reconocimiento y fagocitosis de una gran variedad de
microorganismos patdégenos que incluyen hongos, bacterias, virus y protozoos.
Esto se debe a que la mayoria de las glicoproteinas de mamiferos no poseen
residuos terminales de manosa o GIcNAc, a diferencia de los que sucede en la
superficie de microorganismos patégenos en donde estos residuos abundan [64].

El receptor a manosa se encuentra altamente expresado en APCs profesionales
jugando un papel fundamental en el funcionamiento del sistema inmune innato y
adaptativo [62].

cysteine-rich
domain

FNII

CTLDI
CTLD2
CTLD3
CTLD4
CTLDS
CTLD6

CTLD7

CTLD8
extracellular

cytoplasmic

Figura 11. Esquema de los dominios del Receptor a Manosa. (CTDLs,
dominios de lectina tipo C (reconocen monosacaridos, manosa principalmente);
CRD, dominio rico en cisteinas (une azucares sulfatados); FNII, dominio de
fibronectina del tipo Il (reconoce colageno) [62].

3.6.2 Receptor de complemento 3 (CR3)

El sistema del complemento se refiere a un grupo de proteinas séricas que
cooperan con los sistemas inmunitarios tanto innato como adaptativo para eliminar
agentes patdgenos de la sangre y los tejidos. Diversos componentes del
complemento se unen a microorganismos y las opsonizan, lo que las hace
susceptibles a fagocitosis 0 endocitosis mediada por receptor. Las fracciones del
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complemento o sus productos se unen especificamente a receptores de varios
tipos de células que intervienen en actividades inflamatorias y de opsonizacion.

Los receptores de complemento tipo 3 (CR3/MAC-1/CD11b/CD18) son
glicoproteinas heterodiméricas que comparten la cadena B o CD18; tienen
especificidad por C3b y varios de sus productos de desintegracion, incluso iC3b,
C3c y C3dg, asi mismo son miembros de la superfamilia de integrinas y son
proteinas de adhesion; se les llama integrinas B2 porque contienen la misma
subunidad B. La subunidad a de CR3 es una glicoproteina de 155 kDa con 1 092
aminodcidos en el dominio extracelular, 26 en el segmento transmembrana y 19
en la cola citoplasmatica. Las dos subunidades se unen iC3b en una interaccién
dependiente de magnesio. Su union a CR3 activa senales de transduccion para el
rearreglo del citoesqueleto [65]. Es una de las integrinas critica para la adhesion y
migracion de los neutréfilos durante una respuesta inflamatoria; también es
importante para la adhesion de las células a la matriz extracelular durante la
quimiotaxis. Cuando el CR3 es activado en la superficie de una célula fagocitica,
también promueve la fagocitosis de aquellos microorganismos que fueron
opsonizados por el complemento, ademas, el CR3 también se puede unir a
diferentes moléculas encontradas en la superficie de los patégenos como el LPS,
polisacarido del Mycobacterium tuberculosis y el Zimosan de las levaduras,

permitiendo la fagocitosis directa de ellos [60].

3.7 Respuesta inmunoldgica contra Sporothrix schenckii

Como se ha descrito, la principal via de entrada de S. schenckii es la cutanea, por
inoculacién traumatica de conidios (fase infectante), una vez en el tejido, los
conidios se transforman en blastoconidios o levaduras (fase parasitaria),

desencadenando una respuesta inmunoldgica en el huésped.

3.7.1 Respuesta Inmunitaria Innata

En ella se produce la activaciéon del sistema de complemento, especialmente la via
alternativa. La activacion del complemento permitiria la fagocitosis del hongo
mediante el depdsito de la fraccién C3b sobre la pared celular, si bien el complejo
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de ataque de membrana también contribuiria a la lisis del hongo. Por otra parte,
estudios recientes han resaltado la importancia de los receptores Tipo Toll 4, que
al reconocer la célula fungica, conducen a un estallido oxidativo [66,67].

3.7.2 Respuesta Celular

Se basa en la activacion de los macréfagos por los linfocitos T CD4", los cuales
liberan INF-y. Se cree que la respuesta Th1 seria el factor clave en el control de la
infeccion fungica y de su actividad dependerian las diferentes variantes clinicas de
la enfermedad [68].

La citocina TNF-a induce al macréfago para la produccién de Oxido Nitrico, un
producto con una elevada actividad citotéxica frente al S. schenckii [69]. Esto
resultaria favorable, en términos de la eliminacion del hongo aproximadamente
dos meses de producida la infeccién. No obstante en etapas tempranas los niveles
elevados de TNF-a y éxido nitrico se vincularan con depresién de la actividad de
las células T, mediante la IL 10, favoreciendo la reproduccién del hongo y la
infeccion del huésped [70].

3.7.3 Respuesta Humoral

En la esporotricosis experimental, la liberacién de IL-4 se produce seis semanas
después de la infeccién [71], lo que sugiere la participacion de la respuesta
inmune humoral sélo en las etapas avanzadas de la infeccién [72].

La respuesta humoral estd presente en los pacientes con esporotricosis. Se ha
podido demostrar la produccién de IgG, IgM e IgA frente a distintos antigenos de
la fase micelial del S. schenckii. Sin embargo debido a que las diferentes formas
clinicas de la esporotricosis producen similar cantidad de éstos anticuerpos, se
cree que la respuesta inmune humoral no jugaria un rol clave en la patogénesis de

la esporotricosis [73].
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La esporotricosis es una infeccion de la piel causada por S. schenckii, esta
infeccion genera en los pacientes un cuadro agudo de inflamacion, caracterizado
por aumento de volumen en el sitio de la lesion, enrojecimiento, ulceracion,
costras, bordes levantados y el color rosado a violeta, es el llamado granuloma
esporoétrico. México ocupa el segundo lugar entre las micosis subcutaneas,
después del micetoma.

Para comprender los mecanismos que participan en el establecimiento de esta
patologia es importante conocer que la piel representa la primera linea de defensa
contra la infeccion de una gran variedad de microorganismos y entre las células
que participan en la resistencia inmunolégica se encuentran los queratinocitos que
son las células mas abundantes en este tejido y al ser células inmunocompetentes
y dependiendo del patdgeno presente, pueden producir efectores de la respuesta
innata que contribuyen al control y/o eliminacién de los microorganismos que
infectan la piel. Con respecto a la esporotricosis se conoce poco el papel que
juegan estas células en el control de la infeccién, por lo cual es sumamente
interesante evaluar cuales son los efectores de la respuesta inmune que los
queratinocitos humanos producen cuando se encuentran infectados con este
hongo y asi entender cdbmo contribuyen en el proceso inflamatorio y por ende en

el control del microorganismo.
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5. HIPOTESIS

Sporothrix schenckii inducira en queratinocitos humanos la sobreexpresion de
diferentes receptores de la respuesta innata, asi como la produccién de citocinas
pro-inflamatorias 'y quimiocinas como resultado de la interaccién

hospedero/patégeno.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresidn de citocinas proinflamatorias, receptores y cambios de
citoesqueleto en una linea celular de queratinocitos humanos HaCaT infectados
con Sporothrix schenckii.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Establecer un modelo de infeccidon celular realizando cinéticas de infeccion
de queratinocitos humanos con Sporothrix schenckii en diferentes tiempos,

con la forma de conidios y blastoconidios del hongo.

b) Realizar una cinética de internalizacion de 12 h post-infeccién, con conidios

y blastoconidios de S. schenckii en queratinocitos.

c) Evaluar la expresion de los genes para las citocinas pro-
inflamatorias/quimiocinas (MCP1, TNF-q, IL-8, IL-1B) y receptores Tipo Toll
(TLR-2, TLR-4, TLR-6) por medio de la técnica RT-qPCR, en cinéticas
post-infeccion a 12h en queratinocitos infectados con conidios y

blastoconidios de S. schenckii .

d) Evaluar la expresién de los receptores TLR-2, TLR-4, TLR-6, Receptor a
Manosa y el Receptor de Complemento 3 (CR3), en una linea celular
HaCaT de queratinocitos, infectados con conidios y blastoconidios de
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S. schenckii, utilizando microscopia confocal, en cinéticas post-infeccién de
12 h.

Cuantificar la produccién de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas
(TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1) en los sobrenadantes de cultivo de
queratinocitos infectados con conidios y blastoconidios de S. schenckii, en

cinéticas de 12 h post-infeccion.

Determinar los cambios estructurales en el citoesqueleto (filamentos de
actina) de los queratinocitos durante la infeccibn con conidios y

blastoconidios de S. schenckii.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1Esquema General de trabajo

celular: células
HaCat

MOI: 1:1

-Infeccidn con S. schenckii
(conidios/blastoconidios)

-Tiempos post-infeccion:
0,2,4,6,8,10y 12 h.

Células
infectadas

C .
Microscopia
! ELISA | confocal

Células infectadas

Sobrenadante
Celular

! RT-gPCR |

Analisis de expresion
relativa
Citocinas (MCP-1, TNF-
a, IL-8, IL-1B) y
receptores

(TLR-2, TLR-4y TLR-6)

Cuantificacion de
citocinas

(TNF-a, IL-1B, IL-6,
IL-8 y MCP-1)

Rearreglo de
las fibras de
actina
(citoesqueleto)

Expresion de
receptores Toll
2,4y6,CR3y

Manosa

Figura 12. Esquema general de trabajo I. Expresién de receptores y citocinas,

Cuantificacién de citocinas y rearreglo de fibras de actina.
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7.2 Cultivo celular de queratinocitos humanos, linea HaCaT.

La linea celular de queratinocitos HaCaT proviene de la coleccion ATCC. Los
queratinocitos se cultivaron en botellas de 25 cm? con medio D-MEM/F12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (Ham) (Gibco by Life
technologies, D-MEM/F12 (1:1) (1X)), [+] L-Glutamina, [+] 2.4 g/L Bicarbonato de
Sodio, 55 mg/L Piruvato de Sodio, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco) mas penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml), a 37°C en
atmosfera de CO» al 5%. Se realizé el recambio de medio cada tercer dia, hasta
obtener un numero suficiente de células para cada experimento. Una vez que las
células alcanzaron una confluencia del 70% aproximadamente, se procedié a
disgregarlas con tripsina (Sigma-Aldrich al 0.025%) durante 5 min., se llevo a v/v
con medio suplementado y se centrifugdé a 1500 rpm durante 10 min., se decanté
y el botén se resuspendié en medio, posteriormente se realizd el conteo para

realizar las monocapas para los ensayos de infeccion celular.
7.3 Cultivo del microorganismo y suspension

Se utiliz6é un aislado clinico de S. schenckii, proporcionada por el Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de un paciente que presentd un cuadro clinico de
esporotricosis sistémica, con dos meses de evolucidén. Los blastoconidios se
obtuvieron en medio BHI durante 4 dias a 37 °C, se centrifugaron y la biomasa se
resuspendio en solucion salina al 0.9 %, ajustando a una concentracién de 300 x
10° UFC/mL (tubo 1 de Mc Farland). Los conidios se obtuvieron a 25 °C en un
medio de Sabouraud, durante 2 meses, con colonias pigmentadas de color negro.
Se removieron los conidios con un asa bacterioldgica y se resuspendieron en

solucion salina al 0.9 %, se realiz6 el conteo por camara de Neubauer.

7.4 Opsonizacion de conidios y blastoconidios de S. schenckii

De la suspension de conidios y blastoconidios se tom6 una alicuota de 2 mL y se
centrifugb para obtener la biomasa, posteriormente se resuspendié en 2 mL de
suero humano; se dejé incubar durante una hora a 37 °C. Pasado el tiempo se
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retird el suero y se resuspendié en solucién salina. Los conidios y blastoconidios
opsonizados fueron utilizados en la cinética de infeccién para la activacién del

receptor de complemento CR3.

7.5 Ensayo de infeccion celular

Se obtuvieron monocapas de células HaCaT, en placas de seis pozos con 400
x10° células/pozo, para cada tiempo de infeccién correspondiente a 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12 h y el control negativo (células sin infectar). Se lavaron dos veces con PBS
1X para eliminar el suero del medio de cultivo y los queratinocitos se infectaron
con la suspension de conidios y blastoconidios, a una MOI 1:1 (multiplicidad de la
infeccion, 1 conidios y blastoconidios por célula) durante 2 h y se tomaron las

muestras en los tiempos post-infeccion.

Para prevenir el crecimiento extracelular de Sporothrix, las monocapas infectadas
se trataron con 2 pg/mL de anfotericina B durante 2 h, transcurrido ese tiempo, el
medio se reemplaz6 por el medio de cultivo D-MEM/F12 adicionado con 1 pg/mL
de anfotericina B el cual se dej6 durante el término de la cinética. Se recuperd el
sobrenadante en cada tiempo de infeccidén y se congelo a -70°C hasta su posterior
utilizacién en la cuantificacion de citocinas, mientras que a la monocapas
infectadas se les adiciono 500 yL de TRIzol (Invitrogen) directamente a cada pozo
y se llevé a congelacién para la extraccidn de RNA total y la amplificacion de los
genes de interés: citocinas y receptores.

7.6 Cinética de internalizacion de levaduras de S. schenckii

Se realiz6 un ensayo de infeccién celular sélo con blastoconidios de S. schenckii,
con una MOI 1:1, en monocapas de células HaCaT con 40 x 10° células para cada
tiempo de infeccion, en placas de 24 pozos con cubreobjetos estériles a una
confluencia del 70 %, siguiendo las condiciones descritas anteriormente.

Las muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% por 20 minutos, se realiz6 la
tincion Hematoxilina-Eosina modificada, de la siguiente manera: tefir con

hematoxilina durante 4 min, lavar con agua corriente, virar con una solucién de
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Hidroxido de Amonio (20 gotas/100 mL H»O), lavar con agua corriente, tedir con
Eosina 1 min, lavar rdpidamente, tefir con Fucsina 1 min, lavar con alcohol
absoluto-Xilol (1:1), sumergir en Xilol 1 min y montar sin dejar secar en resina. Las

muestras se observaron en un microscopio optico (Carl Zeiss) a 100X.

Con el fin de corroborar la internalizacién se realizd otra cinética de infeccién,
tinendo con 100 pL de una solucion de Uvitex 2B (Polysciences, Inc., US, al 0.75%
en PBS) los conidios y blastoconidios previamente contados. Se dejé incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo se realizaron tres
lavados con PBS para retirar el exceso y por ultimo se realizé la infecciéon con
estés conidios y blastoconidios tenidos. Las células infectadas se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 30 min., se lavaron tres veces y los filamentos de
actina se tifleron con faloidina (Sigma-Aldrich) durante 30 min. Las células tefidas
se lavaron y se montaron en portaobjetos utilizando como medio de montaje
Vectashield-DAPI (Vector Laboratories, Inc.) y se observaron las sefales de

fluorescencia en un sistema de escaneo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss).
7.7 Extraccion de ARN total

A las muestras (células HaCaT) obtenidas en cada tiempo de infeccién, se les
adicion6 directamente a cada pozo 500 uL de TRIzol (Invitrogen) y se colectd en
tubos eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente a todas las muestras se les agregaron
200 pL de cloroformo, se mezclaron por inversion y se incubaron durante 2
minutos a temperatura ambiente. Después se centrifugaron a 11,000 revoluciones
por minuto (rpm) a 4°C durante 15 minutos. De cada muestra se colectd la fase
superior (acuosa) y se le adicioné isopropanol en relacion 1 a 1, mezclandose por
inversién e incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente. Al término
de la incubacion las muestras se centrifugaron a 11,000 rpm durante 10 minutos,
decantandose el sobrenadante sin perder el botén que contiene el ARN total. El
boton se lavé dos veces con 500 pL de etanol al 75% en agua DEPC (agua con

dietilpirocarbonato al 0.1%). Después del segundo lavado se centrifugd a 11,000
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rpm a 4°C durante 5 minutos. Se decanté el sobrenadante nuevamente y se secé

el boton para después disolverlo en 15 pL de agua DEPC.
7.8 Transcripcion reversa (RT)

A 11 uL del ARN total obtenido de cada muestra (entre 1 y 3 ug de RNA total), se
le adicioné 5 L del Buffer para la transcriptasa reversa (RT), 1 yL dNTPs 10 uM
(Invitrogen), 1 yL de ditiotreitol 0.5 mM (DTT), 1 yL de MgSO4 y por ultimo se
agrego 1 pL de la RT MMLV (200 U, transcriptasa reversa del virus de la leucemia
murina Moloney (Invitrogen).

Se precalentd el ARN incubandolo a 75 °C por 10 minutos, posteriormente 2
minutos a temperatura ambiente y por ultimo durante una hora a 42 °C para
obtener el cDNA. Se cuantificé la cantidad de cDNA en el quipo Nanodrop
(ThermoScientific) ajustando la concentracion a 100 ng/uL para posteriormente

realizar PCRs cuantitativas
7.9 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

Para amplificar los genes de interés se realiz6 la técnica de qPCR, usando una
mezcla de reaccidén que contenia: 2.5 pL del regulador 10X (KCI 50 mM y Tris-HCI
10 mM a pH 9.3); 0.5 pL de MgCl250 mM; 0.5 pyL de dNTP 10 mM (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP mezcla) (Ampligon Ill); 0.5 pL de los oligonucleétidos: forward
(sentido) y reverse (antisentido), 1 uL del cDNA obtenido del procedimiento de RT;
se uso Eva Green (Biotium) como fluorocromo y ROX (Invitrogen) como colorante
de referencia pasiva. Los genes para todas las citocinas y los TLRs fueron
amplificados en un termociclador (Applied Biosystems StepOnePlus™, Real-Time
PCR System, Thermal Cycling Block), bajo las siguientes condiciones: 35 ciclos a
las temperaturas de 95 °C durante 15 seg (temperatura de desnaturalizacién),
58°C durante 15 seg (temperatura de alineacién) y 72 °C durante 15 seg
(temperatura de extensién). Para todos los casos se utilizé el gen enddégeno
B—actina y como calibrador del experimento las células sin infectar. Los iniciadores

especificos usados en este experimento se muestran en la tabla 2.
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7.9.1 Analisis cuantitativo de la expresion de los genes

Todos los valores numéricos de cada gen fueron normalizados con su respectivo
valor de gen endbgeno pB-actina y los experimentos fueron calibrados 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.

Tabla 2. Iniciadores usados para la deteccién de cada uno de los genes de las

citocinas y receptores.

ATTGGCAATGAGCGGTTC Forward

B-ACTINA GGATGCCACAGGACTCCAT Reverse
CTCGCTCAGCCAGATGCAAT Forward

MCP-1 TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT Reverse
GCCAAGAGAATATCCGAACT Forward

IL-8 TCAACACAGCACTACCAACA Reverse
GACTTCCTTGAGACACGG Forward

TNF-a AGGGCGATTACAGACACA Reverse
GCCCTGTGCCTTAGTAGTAT Forward

IL-1B TGCATCAGCTCATCAATAAC Reverse
GGCCAGCAAATTACCTGTGTG Forward

TLR-2 AGGCGGACATCCTGAACCT Reverse
CAGAGTTTCCTGCAATGGATCA Forward

TLR-4 GCTTATCTGAAGGTGTTGCACAT Reverse
GAAGAAGAACAACCTTTAGGATAGC Forward

TLR-6 AGGCAAACAAAATGGAAGCTT Reverse
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7.10 Inmunofluorescencia para la deteccion de los receptores Tipo Toll,

manosa y CR3 en células HaCaT

Para observar la activacion de los TLR’s (TLR-2, TLR-4 y TLR-6), Receptor a
Manosa (RM) y Receptor de complemento (CR3), se realizaron monocapas de
células HaCaT con 40 x 10° células/mL para cada tiempo de infeccién, en placas
de 24 pozos con cubreobjetos estériles, se infectaron con la suspension de
conidios y blastoconidios a una MOI: 1:1, siguiendo una cinética de 0, 2, 4, 6, 8 y
12 h post-infeccion como se describié anteriormente. Paralelamente y para tener
un control positivo de la expresién, se estimularon monocapas de células HaCaT
con 0.2 ug de PMA (Forbol-Miristato-Acetato) durante 24 h y un control negativo,

células sin infectar.

Los controles y las muestras se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron con una
solucién de paraformaldehido al 4% por 15 min. a temperatura ambiente. Para la
deteccion de los receptores, las preparaciones se incubaron durante 2 horas a
37°C, con anticuerpos monoclonales especificos IgG anti-TLR-2 humano hecho en
raton (Santa Cruz), IgG anti-TLR-4 humano hecho en ratdén (eBioscience) e IgG
anti-TLR-6 humano hecho en cabra (Santa Cruz), IgG-anti CR3 (eBioscience)
hecho en ratén, posteriormente se lavaron 5 veces con PBS y se incubaron por
90 minutos a 37°C con el anticuerpo secundario anti-lgG-Rho (Chemicon
international), y anti-lgG-FITC (Santa Cruz) respectivamente. El exceso de
anticuerpo secundario se elimind lavando las monocapas 5 veces con PBS, en el
caso de determinacion del receptor de manosa se utilizé el anticuerpo 1gG-anti-
manosa-FITC (Santa Cruz), las preparaciones tenidas 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).

En todos los experimentos se utiliz6 como control positivo de la activacion de los
queratinocitos PMA (Forbol-Miristato-Acetato) a una concentraciéon de 1pg/1x10°

células.
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7.10.1 Analisis de la intensidad media de fluorescencia

El analisis numeérico de la intensidad media de fluorescencia se midié contando 50
células por campo observado, mediante microscopia confocal con el programa
LSM Image Examiner Pascal (Confocal Zeiss).

7.11 Cuantificacion de citocinas

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratinocitos, infectados con
Sporothrix schenckii de las cinéticas descritas anteriormente.

Se centrifugaron los cultivos para eliminar el hongo y los sobrenadantes obtenidos,
se congelaron a -70°C para su posterior utilizacion.

Para la cuantificacién de citocinas en los sobrenadantes se empled la técnica de
ELISA, utilizando los Kits comerciales:

Human TNF-a, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88-7346-22 (San Diego CA);

Human IL-1pB, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88-7261-22 (San Diego CA

b

)
)
Human IL-6, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88-7066-22 (San Diego CA)
Human IL-8, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88-8086-22 (San Diego CA);
Human CCL2/MCP-1, eBioscience® Immunoassay Ref. No. 88-7399-22 (San

Diego CA). Siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor.
7.12 Analisis estadistico

El analisis estadistico utilizado para la correlaciéon de los datos se realizé mediante
la prueba de ANOVA (Analysis Of Variance) de una via para el tratamiento de
datos no paramétricos, seguido por una prueba de Tukey para determinar si hay
diferencia significativa entre los grupos, utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism V 5.1.
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7.13 Determinacion de los cambios estructurales en los filamentos de actina
de los queratinocitos infectados con S. schenckii

Para observar los cambios estructurales en los flamentos de actina, se realizaron
monocapas de células HaCaT con 40 mil células para cada tiempo de infeccion,
en placas de 24 pozos con cubreobjetos estériles, se infectaron con la suspension
de conidios y blastoconidios a una MOI: 1:1, siguiendo una cinética de 2,6y 10h
post-infeccion. Para tener un control negativo, se realizaron monocapas de células
HaCaT sin infectar. El control y las muestras se lavaron 3 veces con PBS y se
fijaron con una solucion de paraformaldehido al 4% por 15 min. a temperatura
ambiente.

Posteriormente se marcaron las muestras con una dilucion 1:500 de faloidina en
PBS, de la solucion anterior se agregaron 80 uL a cada pozo de la muestra y se
dejé incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasado el tiempo se
realizaron seis lavados con PBS para quitar el exceso, finalmente las
preparaciones tefiidas se montaron en portaobjetos usando Vectashield-DAPI
como medio de montaje y se observaron las sefales de fluorescencia en un

sistema de escaneo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss).
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8. RESULTADOS

8.1 Estandarizacion de la técnica para cultivos celulares

Se utiliz6 el medio DMEN/F12 (Life Technologies), suplementado con 10% de
suero bovino fetal (GIBCO) mas 100uL de antibiético penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 ug/ml), a 37°C en una atmdésfera de CO» al 5%, esto se pudo
confirmar al observar el crecimiento de las células mediante un microscopio
invertido. Todas estas condiciones se mantuvieron aparte de realizar el recambio
de medio cada tercer dia hasta obtener un niumero suficiente de células para cada

experimento, teniendo una confluencia celular mayor del 80% (Figura 13).

Figura 13. Queratinocitos humanos HaCaT. Tincion Hematoxilina-Eosina
Modificada, 100x.

8.2 Cultivos de Sporothrix schenckii

Se utilizé cepa aislada clinicamente de Sporothrix schenckii, proporcionada por el
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, los blastoconidios se obtuvieron a

37 °C en medio BHI durante 4 dias; en el cual se observaron colonias cremosas,
de color beige (Figura 14 A). Los conidios se obtuvieron en agar Sabourad, a partir
de colonias filamentosas a una temperatura de 37°C, durante un tiempo de 2
meses; con la aparicion de colonias de aspecto membranoso, inicialmente de color

blanco o beige, que con el tiempo se pigmentaron (Figura 14 B).

La morfologia microscdpica muestra blastoconidios de formas variables; redondas
u ovoides (Figura 15). Posteriormente los conidios y blastoconidios se
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resuspendieron en solucion salina al 0.9 %, para obtener una concentracién de
300 x 10° UFC/mL. Para el marcaje del receptor CD11b se realizé la opsonizacion
con suero sanguineo humano siguiendo el método previamente descrito y

finalizando con la realizacion de la cinética de infeccién celular.

Figura 14. Cultivo de S. schenckii. A: Blastoconidios en agar BHI.

B: Colonias con produccion de conidios, agar Dextrosa-Sabouraud.

Figura 15. Morfologia microscopica de Sporothrix schenckii. Se muestran

blastoconidios de formas redondas y ovoides, 100x.
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8.3 Cinética de internalizacion de levaduras de S. schenckii

Para estudiar las interacciones entre los blastoconidios de S. schenckii y los
queratinocitos humanos, se realiz6 una cinética de infeccion para supervisar la
adhesion e internalizacion de los blastoconidios.

Las muestras se fijaron con paraformaldehido y se les realizé la tincion
Hematoxilina-Eosina modificada (Fucsina).

Como se muestra en la figura 16, la tincion empleada permite tefir los nucleos de
las células en un color violeta, el citoplasma de rosa y las levaduras de azul.
En el tiempo cero, es decir al comienzo de la infeccibn se pueden apreciar
escasos blastoconidios, mientras que a las 2 horas se observa una mayor
cantidad de éstas, encontrandose en el citoplasma e incluso junto al nucleo de las
células; a las 12 horas se puede notar un citoplasma irregular donde se expone
unicamente el ndcleo, al realizarse una comparacién con el control negativo se
aprecia que en este control las células HaCat estan intactas y no hay presencia de
estas estructuras.

Control Oh 2h 4 h

6h 8h 10h 12 h

Figura 16. Internalizacion de blastoconidios de S. schenckii en queratinocitos
humanos HaCaT. Tincion Hematoxilina-Eosina Modificada, 100 X.
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Con el fin de corroborar la internalizacion de S. schenckii en las células HaCaT, se
realiz6 una cinética de 10 h, marcando los conidios y blastoconidios con Uvitex
(0.75% en PBS) y se efectué el analisis por Microscopia Confocal. Como se
muestra en la figura 17, a las 2 h post-infeccion se aprecian escasos conidios de
morfologia esférica tefiidas en azul y las fibras de actina en rojo, estos conidios se
encuentran adheridas a la membrana celular; a las 4 h post-infeccion se observa
un mayor numero de conidios interiorizados en el citoplasma de la célula huésped
formando agrupaciones; a las 6 y 10 h se observan un mayor numero

interiorizados, sin embargo a las 10 h las células mueren a causa de la infeccion.

Control (-) 2h 4 h

6h 10 h

Figura 17. Internalizacion de conidios de S. schenckii en queratinocitos
humanos HaCaT por Microscopia confocal. Se muestran conidios de

morfologia esférica, marcadas en azul.
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En la infeccién con los blastoconidios (Figura 18) ocurre un fendémeno similar, a las
2h post- infeccion se visualizan estructuras de morfologia ovoide tipica de los
blastoconidios de S. schenckii, interiorizadas en el citoplasma celular, mientras
que a las 4 y 6 h el numero aumenta en el interior de la célula y finalmente a las
10 h las células mueren. En comparacién con el control negativo que son células
sin infectar, permanecen con una estructura celular normal y sin la presencia de

conidios y blastoconidios.

Control (-) 2h 4h

—
20 ym

6h 10h

Figura 18. Internalizacion de blastoconidios de S. schenckii en
queratinocitos humanos HaCaT por Microscopia confocal. Se muestran
blastoconidios de morfologia ovoide en color azul.
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8.4 Analisis cuantitativo de la expresién de los genes para TLRs por gPCR

Los genes para los TLRs 2, 4y 6; asi como para las citocinas MCP-1, IL-8, TNF-a
e IL-1B, fueron amplificados mediante la técnica de qPCR. En cinéticas de
infeccién de queratinocitos humanos HaCaT con conidios y blastoconidios a una
MOI 1:1. Los valores representados en las graficas corresponden a la expresién
del mRNA, siendo el promedio de dos experimentos independientes y son
representados como la media mas el error estandar en porcentaje.

Como se muestra en la figuras 19, el analisis cuantitativo de la expresion de TLRs
en cinética de Infeccion con conidios de S. schenckii, por gPCR, se observa un
aumento de manera considerable en la expresion del receptor de superficie TLR-6,
desde las dos horas post-infeccion, alcanzando un pico maximo a las 10 h con
2268 en expresion relativa y disminuyendo a las doce horas; con un diferencia
significativa de p<0.001, seguido de TLR-4 con un pico maximo a las 12 h con 40

unidades y por ultimo la expresion de TLR-2 fue de 9 alas 10 h.
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Figura 19. Analisis cuantitativo de la expresion de TLRs en cinética de
Infeccidon con conidios de S. schenckii, por qPCR. Se determiné la expresién
de los niveles del mRNA de cada receptor por qPCR en cada tiempo post-
infeccidn. *=p<0.01, **=p<0.001 y ***=p<0.0001.
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Por otra parte al realizar la infeccién con blastoconidios de este hongo (Figura 20),

la expresion de TLR-6 es mayor alcanzando un pico maximo a las 4 horas con 280

unidades de expresion relativa, seguido por TLR-4 con 60 unidades a las 8 h y por

ultimo el TLR-2 con una minima expresion.
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Figura 20. Analisis cuantitativo de la expresion de TLRs en cinética de
Infeccion con blastoconidios de S. schenckii, por qPCR. Se determind la
expresion de los niveles del mMRNA de cada receptor por gPCR en cada tiempo

post infeccién. *=p<0.01, **=p<0.001 y ***=p<0.0001.
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8.5 Inmunofluorescencia para la deteccion de los receptores Tipo Toll,
Manosa y CR3 en células HaCaT

La evaluacion de la expresion de los receptores TLR-2, TLR-4, TLR-6, receptores
a manosa y el receptor CR3, se realizd utilizando microscopia confocal, en
cinéticas post-infecciébn de 2, 6 y 10 h, infectando a las células HaCat con
conidios y blastoconidios de S. schenckii.

Control (-) 6h 10 h PMA (+)

TLR-2

TLR-4

MANOSA TLR-6

CR3

Figura 21. Expresion de los receptores tipo Toll 2, 4, 6, Receptor a Manosa y
Receptor CR3 en queratinocitos humanos infectados con S. schenckii.
Cinética de infeccion con conidios de S. schenckii. Controles: (-) células sin
infectar y (+) PMA).
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En la figura 21 se muestra las imagenes de la expresién de los receptores TLR-2,

TLR-4, TLR-6, receptor a Manosa (RM) y receptor CR3 en queratinocitos
infectados con conidios de Sporothrix schenckii, en este estudio se incluyd un
control negativo (células sin infectar) y un control positivo de células estimuladas
con PMA (0.2 pg). Encontramos que existe una discreta expresion de TLR-2, a
partir de las 2 horas post-infeccion, sin embargo se puede notar que la maxima
expresion es a las 10 h. Para TLR-4, en el control negativo se observa la
expresion de este receptor de manera basal, mientras que a las 2, 6 y 10 horas se
nota un ligero aumento de éste. En el caso de TLR-6 comienza la sobreexpresion
a las 2 horas y su pico maximo es a las 10 horas, para el receptor a manosa y

CR3 se observa el mismo fenédmeno.

Al realizar la cinética de infeccion con blastoconidios de Sporothrix schenckii
(Figura 22) los receptores TLR-6, receptor a manosa y receptor CR3, se observa
un aumento en la expresién a partir de las 2 horas post-infeccién, sin embargo se
puede notar que la maxima expresion es a las 10 h en comparacion con el control
de células sin infectar. Los receptores TLR-2 y TLR-4 muestran un aumento bajo
en comparacion con los otros receptores, se puede apreciar también que los
receptores que se sobre expresan mayoritariamente son el TLR-6, el receptor a
Manosa y el receptor CR3.

Este resultado es semejante a lo obtenido al infectar las células HaCaT con

conidios.
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Para corroborar de forma cuantitativa, se procedié a realizar el analisis de

intensidad media de fluorescencia (IMF).

Control (-) 2h 6h 10 h PMA (+)

MANOQOSA

Figura 22. Expresiéon de los receptores tipo Toll 2, 4, 6, Receptor a Manosa y
Receptor CR3 en queratinocitos humanos infectados con S. Schenckii. Cinética

de infeccién con blastoconidios de S. schenckii. Controles: (-) células sin infectar y (+)

PMA.
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8.5.1 Analisis de la intensidad media de fluorescencia

El analisis numérico de la intensidad media de fluorescencia se realizé contando
50 células por campo observado, de imagenes obtenidas por un sistema de
escaneo de microscopia confocal y calculando la intensidad de fluorescencia
media, con el programa LSM Image Examiner Pascal (Confocal Zeiss).

Como se muestra en la figura 23, el analisis de la intensidad media de
fluorescencia (IMF) en la cinética de Infeccion con conidios, para el TLR-2 muestra
una IMF de 6, 9y 10 (p<0.001), a las 2, 6 y 10 horas post-infeccién, para TLR-4 la
IMF es menor a 10 en todos los tiempos y no hay diferencia significativa
comparado con el control. Sin embargo para el TLR-6 tiene una IMF de 26, 25 y
32 (p<0.001) a las 2, 6 y 10 horas respectivamente. En el caso del receptor a
manosa tiene una IMF de 13, 29 y 41 (p<0.001) en los tiempos 2, 6 y 10
respectivamente. Para el receptor CRS3 tiene 13, 20 y 21 de IMF en los tiempos 2,
6 y 10 post-infeccién con una significancia de p<0.001.

40 * %

IMF

Tiempo (h)
Figura 23. Analisis de la intensidad media de fluorescencia (IMF) en cinética

de Infeccion de queratinocitos infectados con conidios de S. schenckii.
Tiempos post-infeccién: 2, 6 y 10 horas. *=p<0.01, **=p<0.001 y ***=p<0.0001.

63



Tesis de Maestria en Ciencias Farmacéuticas

En la figura 24 se muestra el analisis de intensidad media, en la infeccién con
blastoconidios, para el TLR-2 muestra una IMF maxima de 15 (p<0.001) a las 10
horas post-infeccién, para TLR-4 la IMF es igual a 6, en todos los tiempos, en el
cual no hay diferencia significativa comparado con el control negativo. Sin
embargo para el TLR-6 tiene una IMF de 5 (p<0.01) alas 2 h, 15y 39 (p<0.001),
a las 6 y 10 horas respectivamente. En el caso del receptor a manosa tiene una
IMF de 13, 31 y 51 (p<0.001), en los tiempos 2, 6 y 10 h. Para el receptor CR3
tiene 6, 7 y 31 de IMF en los tiempos 2, 6 y 10 post-infeccion con una significancia
de p<0.001.

TLR2
- &= TLR4
60 —x* 3 TLR6
T IO MANOSA
50- CR3

Tiempo (h)

Figura 24. Analisis de la intensidad media de fluorescencia (IMF) en cinética
de Infeccion de queratinocitos infectados con blastoconidios de S.
schenckii. Tiempos post-infeccion: 2, 6 y 10 horas. *=p<0.01, **=p<0.001 y
***=p<0.0001.
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8.6 Analisis cuantitativo de la expresion de los genes para citocinas por
qPCR

La expresion de RNAm para las citocinas evaluadas en el queratinocito ante la
infeccion con conidios (Figura 25), se obtiene una mayor expresion de la
quimiocinas MCP-1 con 800 unidades a las 10 h post-infeccion, seguido de IL-8
con 200 unidades a las 10 y 12 h; mientras que en las citocinas proinflamatorias
se expresa IL-1B con 40, TNF-a con 20 unidades de expresion relativa, en los

tiempos: 10 y 2 h respectivamente.
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Figura 25. Analisis cuantitativo de la expresiéon de citocinas en cinéticas de
Infeccidon con conidios de S. schenckii, por qPCR. Se determiné la expresién
de los niveles del mRNA de cada citocina por qPCR en cada tiempo post-
infeccién. *=p<0.01, **=p<0.001 y ***=p<0.0001.

65



Tesis de Maestria en Ciencias Farmacéuticas

Para las células infectadas con blastoconidios de este hongo (Figura 26), la
expresibn mas alta es por la citocina proinflamatoria TNF-a, teniendo el pico
maximo a las 6 h con 700 unidades de expresion relativa, seguido de IL-13 a las
8h con 70 unidades; sin embargo la expresion de quimiocinas se sigue
presentando con 58 UER a las 2 horas para IL-8, después de este tiempo su
expresion va en decremento; para MCP-1 el pico maximo es a las 6 horas con 25
UER.
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Figura 26. Analisis cuantitativo de la expresiéon de citocinas en cinéticas de
Infeccion con blastoconidios de S. schenckii, por qPCR. Se determind la
expresion de los niveles del mMRNA de cada citocina por gPCR en cada tiempo
post-infeccion. *=p<0.01, **=p<0.001 y ***=p<0.0001.
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8.7 Cuantificacion de citocinas por ELISA

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos de queratinocitos, infectados con
Sporothrix schenckii de las cinéticas descritas anteriormente.

En la figura 27 se observa la concentracion de las citocinas evaluadas en los
diferentes tiempos de infeccién con conidios. En el cual los valores mas altos, son
para las quimiocinas: MCP-1, que comienza a presentarse a partir de las 2 h, con
una concentracién maxima a las 6 h con 76 pg/mL y disminuyendo a las 8h, hasta
su nula produccién a las 10 y 12 h post-infeccion. Para IL-8 comienza su
produccién a las 2h con 111 pg/mL manteniéndose hasta las 8 h donde se alcanza
la concentracion maxima de esta citocina con 149 pg/mL, para la IL-18 su maxima
produccion es a las 8 h con 2.25 pg/mL.

Sin embargo para las citocinas proinflamatorias: IL-6 y TNF-a. no se encontraron

en el medio.
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Figura 27. Cuantificacion de citocinas en cinéticas de Infeccion de
queratinocitos humanos infectados con conidios de S. schenckii, por la
técnica de ELISA. Tiempos post-infeccion: 2-12 horas. *=p<0.01, **=p<0.001 y
“**=p<0.0001.
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La produccién de citocinas en las células HaCaT al ser infectadas con
blastoconidios (Figura 28), se obtiene una mayor concentracion de las
quimiocinas: MCP-1 que a los 15 minutos post infeccién (tiempo 0), se presenta la
maxima produccién con 58 pg/mL, disminuyendo a las 2h a 34 pg/mL y
posteriormente no se detectan concentraciones en ninguno de los demas tiempos
evaluados.

En el caso de IL-8, comienza su produccion a las 2 h con 43 pg/mL, aumentando
ligeramente en cada tiempo para alcanzar su maxima concentracién a las 12 h con
70 pg/mL. Para las citocinas proinflamatorias: IL-6 a las 2h presenta una
concentracion minima de 7.6 pg/mL y TNF-a a las 8 h 21.23 pg/mL, mientras que

IL-1B no se encuentra presente en el medio.

**

801
=d MCP-1
E E3 IL-8
nF :i IL-1B
7=-' . A [ TNF-o
s ¥ .: .: g IL-6
Q ::: E:: :a = * %
% b E{ -
:E: :a E * %
= u a

VX U™UY OOUNOC /DT OOV XORJL OV ™o BI™Y
AN "N

&° &

vl &

Tiempo (h)

Figura 28. Cuantificacion de citocinas en cinéticas de Infeccion de
queratinocitos humanos infectados con blastoconidios de S. schenckii, por
la técnica de ELISA. Tiempos post-infeccion: 2-12 horas. *=p<0.01, **=p<0.001 y
***=p<0.0001.
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8.8 Inmunofluorescencia para la determinacion de los cambios estructurales
en el citoesqueleto (filamentos de actina) de los queratinocitos infectados

con S. schenckii.

Con el fin de determinar los cambios en la distribucién del citoesqueleto de actina,
como resultado de la interaccion de las células HaCaT por conidios y
blastoconidios de S. schenckii, se realizd una tincién con faloidina-Rho.

Como se observa en la figura 29, a las 2 h post-infeccidon con conidios, las células
comienzan a sufrir un rearreglo de las fibras de actina, alas 6 y 10 h el cambio es
mas evidente, en el cual se observan células mas pequenas probablemente por la
retraccion de las fibras de actina, en comparacion con el control de células sin

infectar.

De la misma forma, ocurre para las células infectadas con blastoconidios, a las 2 h
post-infeccion, se observan células pequefas contraidas, sin embargo a las 4 h se
puede notar que se estd induciendo una polimerizacion de los filamentos de

actina, formando proyecciones celulares (Figura 30).
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Control (-) 2h

6h 10 h

Figura 29. Cambios en el rearreglo de las fibras de actina en células

HaCaT infectados con conidios de S. schenckii. La imagen muestra
las fibras de actina en rojo (Faloidina) y el nucleo celular en azul (DAPI).
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Control (-) 2h

6h 10 h

Figura 30. Cambios en el rearreglo de las fibras de actina en células

HaCaT infectados con blastoconidios de S. schenckii. La imagen
muestra las fibras de actina en rojo (Faloidina) y el nucleo celular en azul
(DAPI).
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DISCUSION

Desde la apariciéon del primer caso de esporotricosis en el ano1898 en Estados
Unidos por Schenk, hasta la actualidad [1], la respuesta inmune del huésped
contra S. schenckii no se entiende a fondo, como la descrita para otros hongos
patégenos en humanos, por lo tanto, los mecanismos inmunolédgicos implicados
en la prevencion y control de la infeccion todavia no es clara y parecen ser
desencadenadas por antigenos distintos de la superficie celular [16]. Como se ha
descrito, su principal via de entrada de S. schenckii es la cutanea, por inoculacién
traumatica de conidios (fase infectante), una vez en el tejido, los conidios se
transforman en blastoconidios (fase parasitaria), produciendo una respuesta
inmunoldgica en el huésped. El primer contacto con este patdgeno es a través de
la piel, por lo tanto este juega un papel determinante en el control de la infeccién.
La piel se considera como una barrera externa dinamica, formada por diferentes
estirpes celulares capaces de desempenar mecanismos de resistencia innata y
adaptativa [12]. Se tomdé como modelo al queratinocito humano por ser la
poblacion celular mas abundante en la epidermis, ademas de que se ha reportado

su papel como célula inmunocompetente en infecciones contra hongos [14].

En este trabajo se evalu6 en un modelo in vitro, la respuesta inmunolégica de los
queratinocitos al ser infectados con conidios y blastoconidios de Sporothrix
schenckii, esto mediante la sobreexpresion de los receptores TLR-2, TLR-4, TLR-
6, receptor a manosa (RM), receptor CR3 y en consecuencia la produccién de
diversas citocinas, en el cual se consider6 evaluar tres citocinas proinflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF-a) y dos quimiocinas (IL-8 y MCP-1).

La primera parte de este trabajo consistié en comprobar que los queratinocitos se
infectaban con S. schenckii, con una MOI: 1:1, esto se realiz6 mediante un analisis
por Microscopia confocal, las imagenes sugieren que los blastoconidios se
internalizan en las células huésped después de las 2 h post-infeccién, en donde se
logra apreciar cumulos de conidios y blastoconidios. Cabe mencionar que el
tamano de los conidios de S. schenckii oscilan entre 3-5 um, mientras que los
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blastoconidos es de 1-3 x 3-10 um [1], comparado con los queratinocitos, estos
son de un tamano considerablemente menor, por lo que su endocitosis resulta
factible en cuanto a tamario y teniendo en cuenta que la mayoria de los patégenos
pueden invadir células no fagociticas para garantizar su supervivencia. Por otra
parte, en la literatura se encuentra reportado que Sporothrix schenckii es un hongo
que permanece intracelularmente en las células huésped, por lo tanto nuestros
resultados son semejantes a lo obtenido por Figuereiro y colaboradores en el
2004, donde estudiaron la interaccién entre S. schenckiiy las células endoteliales
de la vena umbilical humana (HUVEC), teniendo como resultado que S. schenckii
interactta con HUVEC de una manera dependiente del tiempo. Su analisis
morfolégico mostré que los blastoconidios se localizaban en las uniones
interendoteliales, mientras que los estudios ultraestructurales mostraron que los
blastoconidios estaban internalizados dentro de vacuolas endociticas, después de
dos horas post-infeccion sin causar ningun dafo detectable a HUVECs. [74]. En
comparacién con nuestro trabajo, los queratinocitos (HaCaT) si sufrieron un dafo
en el transcurso de la cinética, ya que a partir de las 12 horas comenzaban a
morir, pero esto depende de la virulencia de la cepa, ya que al ser un aislado
clinico de un paciente con un cuadro clinico de esporotricosis sistémica con dos
meses de evolucién y que lamentablemente fallecid; se podria intuir que la cepa
tiene un alto grado de virulencia.

Sin embargo se desconoce el mecanismo de internalizacién, los receptores y
moléculas de sefalizacién que pudieran participar en esta via endocitica.

Bajo este contexto, son conocidas las dificultades que existen para evidenciar en
los tejidos las formas parasitarias del hongo; se dice que los blastoconidios son
muy pequefos, dificiles de tefir y en mas del 95% de los casos no se visualiza la
forma parasitaria [75], esto puede deberse a que los blastoconidios se encuentran
internalizados en las células del huésped y por ello es dificil visualizarlos en los
tejidos, sélo en aquellos casos de esporotricosis sistémicas.

El rapido reconocimiento de bacterias, hongos, virus y algunos parasitos, se lleva
a cabo mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s), presentes en
los queratinocitos que reconocen los patrones moleculares asociados a patégenos
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(PAMPs) [50,51]. La evaluacién de la expresion de los receptores por el anélisis
de IMF (Intensidad Media de Fluorescencia) para TLR-2, TLR-4, TLR-6,
receptores a manosa (RM) y el receptor CR3, en la infeccién con conidios de S.
schenckii en células HaCat, dio como resultado una mayor sobreexpresion a las
10h de los receptores a Manosa, seguido del TLR-6 y CCR3 y una baja expresion
de TLR-2 y TLR-4. Mientras que en la infeccién con blastoconidios los resultados
fueron similares, una alta sobreexpresién del receptor a manosa, seguido del TLR-
6, CR3 y una baja expresion de TLR-2 y TLR-4.

La alta sobreexpresion del receptor a manosa se justifica debido a que este
reconoce por medio de sus dominios de lectina de tipo C (CTDLs), diversos
PAMPs presentes en hongos, principalmente la manosa y otros azlcares como la
fucosa. Se considera un receptor de endocitosis, porque su funcién es unir e
internalizar una gran variedad de glicoproteinas desde la membrana plasmatica,
via vesiculas recubiertas de clatrina hasta el sistema endosomal [62,63]. Un
informe de Guzman y Col., sugiere la participacion del Receptor a Manosa (RM)
en la fagocitosis de conidios de S. schenckii por macréfagos THP-1, mediante el
empleo de competidores de unibn a manosa como: D-manosa, a-D-
manopiranésido de metilo, D-fucosa y N-acetil glucosamina, el cual bloquean
dicho proceso [21]. Ya que la participacién de este receptor en la fagocitosis por
macréfagos se encuentra comprobado, se podria intuir la misma funcién en la
endocitosis de conidios y blastoconidios de S. schenckii por queratinocitos (células

no fagociticas).

Para el caso de TLR-6, este actla de manera sinérgica con TLR-2 como un
homodimero y reconoce diferentes productos bacterianos como lipoproteinas de
bacterias Gram negativas, peptidoglicano de bacterias Gram positivas, acido
lipoteicoico y LPS; sin embargo el aumento en su expresion se debe a que
también reconoce moléculas de zimosan y B-glucanos presentes en la pared

celular de los hongos [56].

La sobreexpresién del receptor CR3 es atribuido al reconocimiento del fragmento
C3bi del complemento que tiene la capacidad de fijarse de manera covalente a
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grupos —OH y —-NH,, presentes en la superficie de los patdgenos, los
microorganismos opsonizados son rapidamente eliminados por endocitosis [60].
Ademas, el CR3 también se puede unir a diferentes moléculas encontradas en la
superficie de los patégenos como el LPS, polisacarido de Mycobacterium
tuberculosis y el Zimosan de los blastoconidios, permitiendo la endocitosis directa
de estos [60].

Cabe enfatizar que la participacion de los receptores endociticos RM vy el receptor
CR3, no se encuentran reportados en la endocitosis de conidios y blastoconidios
de S. schenckii, en ello radica su importancia y por lo tanto podrian estar
involucrados en la via de internalizacion de este hongo en el queratinocito, no
obstante se requiere elucidar todo el mecanismo endocitico, asi como las
moléculas que participan en esta via de sefalizacion y la busqueda de otros
receptores que pudieran participar.

La expresién de TLR-4, se debe al reconocimiento de LPS en bacterias [36], pero
también se ha reportado que reconoce moléculas de manano, presentes en
hongos [39], por tal motivo aumenta su expresion al reconocer estas moléculas de
la pared celular de S. schenckii. Estos resultados son similares a los obtenidos por
dos grupos de investigacién. Sassa y colaboradores, valoraron la respuesta
inmunitaria a través de la medicion de mediadores pro-inflamatorios, como, el
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), Oxido Nitrico e Interleucina 10 (IL-10) en
macrofagos peritoneales, en el cual reportaron cantidades reducidas de los
mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios en ratones deficientes de TLR-4,
lo que sugiere la implicacion de este receptor en el reconocimiento de este agente
infeccioso [13], Otro grupo de investigadores demostraron que los conidios y los
blastoconidios de S. schenckii activan la respuesta inflamatoria caracterizada por
la produccién de citocinas y quimiocinas como IL-6 e IL-8, ademas de la activacién
del TLR-2 y TLR-4 en queratinocitos humanos de prepucio neonatal [28].

Al realizar el analisis de expresion relativa del mRNA de los receptores tipo toll 2, 4
y 6 por gPCR, se obtuvo como resultado que en la infeccidbn con conidios y
blastoconidios de S. schenckii, se obtiene una mayor expresion del receptor TLR-6
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a las 4 y las 10 h post-infeccion. Esto se correlaciona con lo obtenido por el
analisis de intensidad media de fluorescencia. En ambos casos tanto por
microscopia confocal como por gPCR se puede observar que el mayor nivel de
expresion de TLRs en los queratinocitos humanos tras la infeccion con conidios y
blastoconidios de S. schenckii es del TLR-6, a las 10 h seguido por TLR-4 y TLR-
2, cabe mencionar que la participacion del TLR-6 es estimular la produccion de IL-
1B, TNFa e IL-6, dependiente de la proteina adaptadora MyD88 y la activacion del
factor de transcripcidon NF-«kB [56] y quimiocinas (MCP-1 e IL-8).

En el andlisis de expresién relativa de mRNA de citocinas por gPCR, se obtuvo en
la infeccidn con conidios una mayor expresion de las quimiocinas MCP-1 e IL-8 a
las 10 h, esto indica que al ser infectado el queratinocito con esta fase del hongo
(fase infectiva), se expresan los genes para la produccién de quimiocinas y crear
un ambiente quimiotactico para el reclutamiento de células PMN y monocitos. Sin
embargo en la infeccién con blastoconidios (fase parasitaria) la mayor expresion
es para la citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-13 con una maxima expresion a
las 6 y 8 h respectivamente.

Esta diferencia en la expresion relativa de las citocinas en el queratinocito, al ser
infectado con conidios y blastoconidios, podria indicarnos que los queratinocitos
son capaces de reconocer estructuras especificas de cada una de las fases,
promoviendo una respuesta inmunoldgica diferente para cada una de ellas. Esta
diferencia en la respuesta de la célula huésped entre cada una de las fases del
hongo ha sido reportada en C. albicans [76].

Estos resultados se compararon con los ELISA, en el cual se obtuvo una mayor
concentracion de las quimiocinas MCP-1 (76 pg/mL) e IL-8 (149 pg/mL) a las 6 y
8h respectivamente, estos datos coinciden con lo obtenido por qPCR en la
infeccion con esporas.

Por otra parte, al infectar con blastoconidios hay una mayor concentracién de
MCP-1 (58 pg/mL) e IL-8 (70 pg/mL), seguido por TNF-a (21 pg/mL) e IL-6 (8
pg/mL), estos resultados no son semejantes con los datos de gPCR en el que
habia una mayor expresion de las citocinas pro-inflamatorias. Esto podria deberse
por dos motivos: 1) la traduccion del mRNA a proteina se esta llevando acabo, sin
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embargo la proteina no se esta transportando hacia el medio exterior, lo que
sugiere un problema en el sistema de secrecién de la célula, causada por la
infeccion, 2) los diferentes factores de virulencia que tienen los hongos, en el cual
pueden regular a nivel transcripcional y traduccional la produccién de ciertas
proteinas, como son las citocinas y de este modo evadir la respuesta inmunolégica
del huésped.

Durante la infeccién se determinaron los cambios estructurales en el citoesqueleto
de los queratinocitos, donde se observa que hay un rearreglo de estas fibras de
actina en el transcurso de la infeccién de conidios y blastoconidios; sin embargo
es mas evidente en la primera. Estos cambios en el citoesqueleto podrian ser
estimulados por la interaccién de S. schenckii para inducir la polimerizacion de los
filamentos de actina, lo que conduciria a la formacion de proyecciones celulares
gue se observan en las imagenes de microscopia confocal y que a su vez podrian
atrapar a los conidios y blastoconidios, estos cambios en el rearreglo de las fibras
de actina inducidos por hongos los reporta Mufioz-Duarte y colaboradores [77] en
un estudio del citoesqueleto de actina en la captacion de C. glabrata por
osteoblastos.

Como se muestra en la figura 31, se propone un esquema de la interaccion de S.
schenckii con el queratinocito, en el cual sabemos que los conidios vy
blastoconidios se internalizan en la célula huésped, sin embargo desconocemos el
mecanismo por el cual lo hacen, las moléculas y receptores que participan en esta
via endocitica. Una vez dentro de la célula éstos inducen la sobreexpresion de los
Receptores a Manosa, TLR-6 y CR3; asi como también la produccién de
quimiocinas: MCP-1 e IL-8, creando un ambiente quimiotactico, ademas se
observaron cambios importantes en el rearreglo de las fibras de actina, estos
cambios pueden atribuirse a la endocitosis del hongo, sin embargo se necesitan
mas estudios para corroborarlo. Subsecuentemente a esto, se propone que una
vez dentro de la célula el hongo podria replicarse, causando la muerte celular, su
liberacién y posible diseminacién a otros tejidos, aunque para demostrarlo se

requieren mas investigaciones.
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CONCLUSIONES

e Los conidios y blastoconidios de S. schenckii se internalizan en los
queratinocitos de la linea HaCaT, a través de un mecanismo aun

desconocido.

e La infeccién por conidios y blastoconidios de S. schenckii producen la

sobreexpresion de los receptores: RM, TLR-6 y CR3 en queratinocitos.

e Al infectar el queratinocito con conidios y blastoconidios de S. schenckii, se

producen en mayor concentracion las quimicionas MCP-1 e IL-8.

e Lainfeccién por S. schenckii origina cambios en el rearreglo de las fibras de

actina.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo sugieren que los queratinocitos humanos son
células inmunocompetentes que participan en el control de la infeccion por
Sporothrix schenckii a través de la activacion de los diferentes mediadores de la
respuesta inmunoldgica. Sin embargo todavia hay preguntas sin resolver y que
nos pueden proporcionar mas datos acerca de esta interaccion

hospedero/patégeno.

Dentro de las perspectivas del trabajo se encuentran los siguientes objetivos
especificos:

e Caracterizar todo el mecanismo de internalizacién de los conidios y
blastoconidios de S. schenckii.

e Evaluar los factores de virulencia de S. schenckii en la regulacion de la
expresion génica de citocinas.

e Realizar un ensayo de replicacion intracelular.

e Confirmar el papel del citoesqueleto de actina en la captacion de S.
schenckii por los queratinocitos, mediante la inhibicién de la polimerizacion
de actina utilizando inhibidores especificos como Citocalasina D, entre
otros.
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Lactoferrina en 11 pacientes
diagnosticados con esporotricosis
cutanea

RESLIMEN

Anlecedentes: [a scporotricosic ec una infeccion flingica cronica cau-
tada por el compleio Sporothrix Ichenckii, ce distingue por granulomas
epitelicides, tuberculoide: o de cuerpo evtrafio, formados por histiocitn:
gue radean un area central de neutrdfllon que contribuyen en el sioe-
ma de inmunidad inespeciflca. En loc polimofonucleares neutrofllos
t= encwentra {a lactoferrina que ejerce wna accion protectora contra
hongos v fevaduraz; el sf=cto antifiingico ce atribuye 2 su capacidad
de secuwectrar wn dtomo de Fe'’ o Fe?, v tambien puede unirce a ionez
Cu, Zn** y Mn . Existe evidenciz de que |z lactolering auments la
actividad fagocitica de los newtrafllos sanguineos, la actividad de lac
celulas MK, &l nimero de celulas progenitoras de nevtrofllos en la scangre
v la produccion de interferon gamma, &5 capar de mostrar actividad
antimicrobiana en un amplio egpectro de agentes patogenca, entre
loz gue ze incluyen bacteriaz, levaduras, hongo:, protozoarios ¢ wirss.

Dbjetivo: demiostrar la exictencia de [actoferrina sobre [az levadurac
de Sporothrix sp. presentez en loz corges histologicos de pacientes con
ecporotricocis cutanea

Material y metods: estudio retrospectivo =n el gue e vzaron 11 biopsiaz
de pacientes con dizgnostico de esporotricosis cutinea, atendidos en
el Centro Dermatologico Ladiclac de la Pascua v &l Hospital Ceneral
Dr. Manuwel Gea Gonzalez. Se realizaron doz cortes por biopeia, uno
parz la realizacion de la tfcnica de BAS v el otro para el marcaje de
lactoferrina. Se utilizo el paguete comencial Cefl and Tisue Staining Kit,
Gioat Kit HRP-AEC Systemn (catalogo nlmerg CTS00%) RED Syotems, v
el anticuerpo primario fue =l Igl policional anti-lactoferrina humana
hecho en cabra por los laboratorio: Santa Cruz Biotechnology.

Resultzdos: encontramon [actoferrina adherida a las levaduras de
Sporothriy tp, previamernte oboervadaz por la reaccion de PAS en loo
cortes estudiados de los 11 pacient=s diagnosticados con esporgtricosie.

Conclusion: |2 [actoferrina presente en los granulos ecpeciflcoz de loc
neutrofllos polimarfonucleares [a encontramoc adherida a laz levadwras
del complejo Sporothric Schenchii, ejerciendo la fencion de secuestra
de iones Fe*? y Fe*', ratando de evitar el desarrollo v la proliferacion
de ezte hongo =n |z esporotricosiz cutanea.

Falabras clave: Sponothriv Schenki, esporotricosio cutanea, lacioferrina.
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