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‘“ EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y
CELULAR EN GERBILES DE MONGOLIA CON
ESPOROTRICOSIS DISEMINADA EXPERIMENTAL”.




RESUMEN

La relacién huésped-pardsito desempefia un papel importante en el
establecimiento de [as micosis, en las que los mecanismos de defensa del
huésped se ven involucrados. El presente trabajo tuvo por objeto estudiar
algunos aspectos de la respuesta inmune en gerbiles de Mongolia con
esporotricosis  diseminada experimental, a los que se les inocularén

subcutineamente 2500 levaduras de Sporothrix schenckii,

Doce dias después de inducido el padecimiento se valoré la respuesta inmune
humoral y celular, por las pruebas de células formadoras de placas de hemélisis (
CFP ) y de hipersensibilidad retardada a Di-Nitro-Fiuoro-Benceno ( DNFB )
respectivamente. Se encontré elevacién significativa de la respuesta humoral vy
normalidad en la celuiar. Se sabe que para el establecimiento de las micosis
existe deficiencia en l|a respuesta inmune celular, sin embargo en la
esporotricosis experimental no se presenta esta transtorno ni aun después de

inducida.




INTRODUCCION

La salud y el bienestar de los seres vivos dependen del equilibrio ecolégico.
Para mantenerlo se requiere de la participacién de multiples factores, entre ellos,
las numerosas especies de organismos benéficos y perjudiciales, tanto para el
hombre como para la naturaleza.?’

Entre los seres vivos existen los hongos, conocidos como micetos, que
constituyen uno de los reinos mas abundantes de la naturaleza. Son
cosmopolitas y pueden ser macro o micromicetos. Algunos benefician al hombre
y otros son perjudiciales. Actualmente se conocen cerca de 120,000 especies de
las cuales sélo 30 aproximadamente son causantes de enfermedades en el
hombre. ' de ellas algunas son oportunistas y otras primariamente paténegas.'S.

Entre los hongos patégenos se encuentra Sporothrix schenckii. Es un hongo
sin fase perfecta o sexuada, corresponde a la clase Deuteromycetes. Es el
agente causal de la esporotricosis, en la que como en todos los procesos
infecciosos, la relacién huésped-pardsito involucra los mecanismos de defensa
del huésped. 202

Este trabajo tuvo por objeto estudiar algunos aspectos de la respuesta inmune en
gérbiles infectados experimentalmente con Sporothrix schenckii.




ANTECEDENTES.

La esporotricosis es probablemente la micosis profunda mas diseminada en el mundo. Se considera
como una enfermedad ocupacional. 2% En México existen zonas endémicas en los estados de
Michoac4n y Jalisco 4.

El hango vive en estado sapréfito en vegetales, animales y suelos. Tiene un ciclo dimérfico, que
consiste en una fase micelial ( vida libre ) y otra levaduriforme ( parasita ). Lutz y Splendore
demostraron in vitro que el dimorfismo es dependiente de la temperatura. 4

Sprothrix schenckii crece como levadura a 37°C, en forma de colonia pastosa de color blanco
o amarillenta a 25°C, crece como hongo esporulante dando una colonia himeda, vellosa, arrugada
y plegada de color grisaceo.

El método adecuado para identificar el hongo en el laboratorio es por medio del cultivo. Crece en
casi todos los medios habituales. El mas comin es el medio de Sabouraud incubado a 27° C. El
crecimiento ocurre en 3 a 5 dias, pero lds cultivos deben dejarse hasta cuatro semanas antes de
descartar que sea negativo. La morfologia de la colonia es variable. En cultivos de material de
lesiones cutdneas aparece una colonia entre negro y café, cuando joven es blancaylisa, al envejecer
se hace membranosa y micelial. 14264

La identificacién del hongo en tejidos es muy dificil. El examen directo no es de utilidad, ya que se
encuentra pocos microorganismos en pus, exudados y en biopsias. Se puede identificar por el
método de flourescencia o por el de diastasa de malta de Fetter, que consiste en el tratamiento
de frotis con diastasa de malta 1:1000, la cual elimina los polisacéridos no fungales y al teflirse con
PAS, (Acido Peryodico de Schiff), los organismos son mas fciles de encontrar. Aparecen en forma
de levaduras redondas u ovoides, de 3 a 5 micras de diametro, Gram-positivas. Estas levaduras
carecen de cépsula, pero se ha informado que presentan elementos miceliales. **

Todas las formas de esporotricosis en el hombre son causadas por_S, schenckii. El hongo entra
al cuerpo por algin traumatismo de la piel, ( raspaduras con espinas, astillas, plantas, madera
infectada, mordidas de loro, de perro, picadura de insectos, efc. ). Puede haber infecciones de
laboratorio y se ha informado un caso de contagio de persona a persona. ' Ademas existen
infecciones generalizadas que no permiten localizar el foco primario, por lo tanto, se cree que S.
schenckii infecta también por via digestiva o aérea.

La esporotricosis comienza como un chancro en la piel y se disemina por via linfatica (forma
linfagitica ) o permanece fijo en la superficie cutanea (forma fija). Se caracteriza por lesiones
modulares en el tejido cutaneo y subcutaneo y en los glanglios linfaticos adyacentes que supuran,
se ulceran y drenan. Secundariamente se extiende al sistema nervioso central, pulmones y tracto
genitourinario. >4!



Et tipo de enfermedad y su patologia dependen de! sitio de inoculacién del
microorganismo y de la respuesta del huésped hacia él. Se conocen cinco
formas de la esporotricosis: Linfocutdnea, cutdnea fija, mucocutdnea, diseminada
y pulmonar. 34

Para el establecimiento de ia esporotricosis deben concurrir otros factores,
ademds de la simple exposicion repetida al hongo, como la sensibilidad del
huésped y deficiencias inmunoiégicas. *

La resistencia del hombre a las infecciones por microorganismos oportunistas o
primariamente patégenas, generaimente no se presenta en forma natural; sino
que requiere de la inmunizacién activa o pasiva por medio de vacunas con
microorganismos completos, extractos de ellos, o bien anticuerpos preformados.
Aunque en algunos casos la infeccion en si, puede dejar inmunidad de tipo activo
temporal o permanente contra el agente causal.?

La esporotricosis se ha inducido experimentalmente en diversas especies
animales, entre los que se encuentran los gérbiles de Mongolia ( Meriones
unguiculatus ). En ellos se ha logrado establecer un modelo de la esporotricosis
en forma diseminada en ocho dias posteriores al inéculo. °.

Cuando un organismo invasor supera, en j{os mamiferos, los mecanismos
inespecificos de defensa; entre los que se encuentran la piel y anexos, mucosas,
fagocitosis, interferones y complemento. Para contenerlo se requiere de la
participacion de célufas especializadas y mecanismos mas complejos que
constituyen propiamente el sistemas inmune que comprenden las respuestas hu-
moral y celular. 1%

Los linfocitos B son las células efectoras de la respuesta humoral reciben la
influencia de la bolsa de Fabricio en las aves, pero su equivalente en el hombre y
otros mamiferos no se conoce. 2%'>  Los sustratos quimicos de la inmunidad
humoral son las inmunoglobulinas (Igs) G, A, M, D y E. que tienen caracteristicas
fisicoquimicas y biol6gicas propias y funcionan como anticuerpos ( Ac ).V

Son producidas por los linfocitos B en su estado de células plasmaticas, para ello
requieren de la participacién de las células efectoras de la respuesta inmune
celular, que son los Linfocitos T que incluyen varias subpoblaciones : Linfocitos T
supresores/citotéxicos y Linfocitos T cooperadodesfinductores. 253540

Los linfocitos T reciben la influencia y capacitacién del timo, liberan
interleucinas que actdan como mensajeros entre los linfocitos B y T. 112428 Ep
esta interaccion participan los macréfagos que son células fagociticas Procesan
los antigenos y los presentan a los linfocitos T 6 B ademas producen vy liberar
sustancias (interleucina 1) que regulan la participacion de los linfocitos en la
respuesta inmune, 32




Existen diversos métodos para valorar la respuesta inmune humoral. Entre los
procedimientos in_vivo se tiene la prueba cutdnea de hipersensibilidad inmediata
de Schick. Esta consiste en la inyeccion subcutédnea de toxina difterica. Cuando
es positiva la prueba, no se presenta reaccién inflamatoria, como ocurre en la
hipersensibilidad retardada ya que si el individuo estuvo previamente en contacto
con el bacilo Corynebacterium o con su toxina, los linfocitos B produjeron
anticuerpos especificos que- se encuentran en circulacién y de inmediato
neutralizan el antigeno aplicado. Si es negativa se presenta reaccién inflamatoria
en el sitio de aplicacién, debido a la ausencia de anticuerpos especificos. %

Entre los métodos in_ vitto se cuenta con los de inmunofiuorescencia e
inmunoperoxidasa. En ellos se utilizan anticuerpos monoclonales marcados con
fluoresceina o peroxidasa, para identificar los linfocitos B a través de sus
inmunoglobulinas ancladas en la superficie celular. Asl mismo para identificar a
las células plasmaticas que son las productoras de Igs, se puede utilizar la
prueba de células formadoras de placas de hem6lisis (CFP). 8

Por otra parte, los linfocitos T se estudian jn vivo por medio de pruebas cutadneas
de hipersensibilidad retardada contra diversos antigenos ( CANDIDINA, PPD,
HISTOPLASMINA, COCCIDIOIDINA, ESPOROTRICINA, ETC.). 816 Asi como
también por la induccién de hipersensibilidad retardada hacia a antigenos
quimicos con dinitro-cloro o dinitro-fluoro-benceno. En este caso, primero se
induce la sensibilizacién y posteriormente se revela ésta, con una dosis menos de
antigeno. Ademas existen métodos in_vitro para determinar linfocitos T como son
cultivos de linfocitos con mitégenos especificos (antigenos) o inespefificos
(fitohemaglutinina y concanavalina-A). '® Otro método es el de rosetas-E que se
forman directamente entre los linfocitos T y los eritrocitos de carnero.10.33.37.4243

El estudio de los mecanismos de defensa en la esporotricosis experimental se ha
estudiado a través de las poblaciones de linfocitos T y B, de la actividad de las
células fagociticas (polimorfonucleares y macréfagos) y de pruebas de
hipersensibilidad retardada. Sin embargo sélo se ha encontrado disminucién a
nivel de la actividad fagocitica en tanto que las respuestas inmunes humoral y
celular se han encontrado normales. 24%°

Dado que para el establecimiento de una infeccidon habitualmente se presente
alteracién en los mecanismos de defensa especificos y/o inespecificos y que para
valorarlos existen diversos métodos, este trabajo tuvo por objeto estudiar en
gérbiles con esporotricosis experimental, la respuesta inmune humoral a través
de las CFP y la respuesta inmune celular por pruebas de hipersensibilidad
retardada contra DNFB. “2




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para el establecimiento de infecciones en general y de micosis oportunistas en
particular, se presenta alteraciones en los mecanismos especificos y/o
inespecificos de defensa de los mamiferos, sin embargo poco se conoce sobre la
interaccién de dichos mecanismos con los hongos primariamente patégenos, en

condiciones experimentales, por ejempio Sporothrix schenckii. En vista de que

las respuestas inmunes humoral y celular son sensibles a la accién
inmunomoduladora por parte de las infecciones por hongos, este trabajo tiene por
objeto valorar las modificaciones en la inmunidad humoral y celular al inducir en

gérbiles de Mongolia esporotricosis diseminada.




HIPOTESIS

Los linfocites T y B son las células efectoras de las respuestas inmunes humoral
y celular respectivamente. Ambas poblaciones son sensibles a la accién

inmunomoduladora originada por Sporothrix schenckii en gérbiles de Mongolia

con esporotricosis experimental.



OBJETIVO GENERAL

Valorar las respuestas inmunes humoral y celular en gérbiles de Mongolia con

esporotricosis experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES.

| .- Cuantificar las células productoras de anticuerpos contra eritrocitos de
carnero en gérbiles con esporotricosis experimental, por el método de células

formadoras de placas de hemdlisis (CFP)

Il.- Valorar la respuesta de hipersensibilidad retardada a Di-Nitro-Fiuoro-Benceno
(DNFB) en gérbiles con esporotricosis experimental.




MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon 40 gérbiles de Mongolia machos, de 70 a 90 dias de edad, y de 80
a 100 gr. de peso. 20 gérbiles se utilizaron para induccién de la esporotricosis
experimental, y como testigos 20 gérbiles sanos, de sexo, edad y peso similares.
Los animales se mantuvieron,alojados en jaulas de policarbonato en cuartos con
temperatura controlada al 23 t 2 °C, con ciclos de 12 horas de luz fluorescente
de espectro solar (VITA-LITE) y se alimentaron con purina para roedores y agua
para consumo libre.

OBTENCION DE LEVADURAS DE S. schenckii.

A partir de una cepa de S.schenckii, aislado de un caso de esporotricosis
cutdnea, se obtuvo la fase levaduriforme mediante subcultivos en medio base
agar-cerebro-corazon, resiembras posteriores en medio liquido de caldo-cerebro-
corazén, incubado a 37°C por 24 Hrs. Después de este tiempo, las levaduras
obtenidas se centrifugaron a 1500 rpm por 10 Min. y se lavaron dos veces con
soluci6n salina 0.87 % (SS) y se contaron en camara de Neubauer.

INDUCCION DE LA ENFERMEDAD.

En el cojinete plantar trasero derecho del gérbil de inyectaron 2.5 x 10® levaduras
viables de _S.schenckii_resuspendidas en 0.05 ml. de SS.
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OBTENCION DE ERITROCITOS DE CARNERO (EC)

Por puncién de la yugular externa de un carnero se obtuvieron 5 ml. de sangre.
Se depositaron en un tubo que contenia el mismo volumen de soluci6n Alsever

(anticoagulante y conservador ). Los eritrocitos fueron lavados dos veces con SS
y se resuspendierén al 5 y 20 % en SS.

INMUNIZACION DE LOS GERBILES EN EC

Los gérbiles en los que se indujo la esporotricosis y los sanos, fueron
inmunizados con 0.5 ml. de EC al 5 % por via intraperitoneal.

VALORACION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA

En los gérbiles con esporotricosis y sanos se realizaron las pruebas que a
continuacién se describen:

a) INMUNIDAD HUMORAL.

Células formadores de placas_de hemdlisis (CFP). Para valorar la inmunidad
humoral se utiliz6 el método de CFP de Cunningham.® En resumen la prueba
consisti6 en inmunizar a los gérbiles con EC. Cinco dias después de la
inmunizacién se extrajeron sus bazos para obtener los linfocitos espiénicos vy
resuspenderlos a una concentracion del 5% en solucién balanceada de Hank
(SBH). En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 ml. de la suspensién de linfocitos,
0.4 ml. de SBH, 0.05 ml de EC al 20 % y 0.05 m! de suero de cobayo, como
fuente de complemento. Con esta mezcla se llenaron las camaras para hemélisis,
formadas por dos portaobjetos unidos entre si por cinta adhesiva de doble
pegamento. Los bordes de la cédmara fueron sellados con una mezcla de
vaselina-parafina al 50 % a 45°C. Las cédmaras se colocaron en camara hiimeda y
se incubaron a 37°C por una hora. Después de este tiempo se contaron las
placas de heméliisis obtenidas en cada camara, los resultados se expresaron con
CFP/bazo, para lo cual se aplicé la formula siguiente:




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

FACTOR DE CONVERSION = 1/0.2 X 20 X 1" = 100

-
]

Valor para referir las CFP/ml.

0.2 = Volumen aplicado en cada camara.
20 = Valor de dilucién final del bazo.

1 = Volumen inicial de la suspensién del bazo.

b} INMUNIDAD CELUAR.

Prueba de hipersensibilidad retardada_a_ Di-Nitro-Filuoro-Benceo (DNFB).

La inmunidad celular se valoré por medio de la reacci6n de hipersensibilidad
retardada a DNFB. %2 Para ello se rasuré el abdomen de los gérbiles en una area
de 3 x 3 cm. Se indujo la sensibilizacién con 20 ul de solucién de DNFB al 0.5 %
disuelto en acetona y aceite de cliva en proporcién 4:1. a las 24 Hrs se aplicéd
una segunda dosis sensibilizante. Al quinto dia de iniciada la sensibilizacién se
aplico en la parte externa de la oreja derecha de cada gérbil, la dosis reveladora
que consistié en 10 ul de DNFB al 0.2 % en el mismo vehfculo. Antes de aplicar
la dosis reveladora y 48 Hrs. después se midi6 el grosor de la oreja con un
micrometro de precision ( EDYMP. S.A. MEX. ) y se informdé en milésimas de
milimetro. :

EVALUACION DE RESULTADOS.

Los resultados tanto de la CFP como la prueba de hipersensibilidad retardada a




CELULAS FORMADORAS DE PLACAS DE HEMOLISIS
GERBILES (20) '
T

INFECTADOS _
S.schenckii NORMALES
L |
v
DIA 8
INMUNIZACION CON 0.50 ml DE EC 5%

L J
v
DIA 12
1
v v
CULTIVO DE : EXTRACCION
C. PLANTAR BAZO
HIGADO HOMOGENIZADO
BAZO
LINFOCITOS 5 %
0.05mIC +
0.5 ml LINFOCITOS +
0.4 ml SBH +
0.05 ml EC 20 %
CAMARAS DE CFP
v
CAMARA HUMEDA
INCUBACION 37°C 1H.

!

B]ENTA DE PLACAS.




INDUCCION DE HIPERSENSIBILIDAD A DNFB, EN
GERBILES CON ESPOROTRICOSIS EXPERIMENTAL.

GERBILES (20)

DIf‘1 0

v !
INFECTADOS
25X10° NORMALES
S. schenckii
| ]
v
DIA 5

la. DOSIS SENSIBILIZANTE DNFB
0.5 % (ACETONA / AC. OLIVA 4:1)

DIA l 6

2a. DOSIS SENSIBILIZANTE DNFB

l

DIA 10

MEDICION OREJA DERECHA
DOSIS REVELADORA DNFB 0.2%

v
DIA 12
MEDICION OREJA DERECHA.
v
CULTIVO DE :

‘COJINETE PLANTAR
BAZO, HIGADO.




RESULTADOS.

Todos los gérbiles en los que se indujo la esporotricosis se establecié el
padecimiento en forma diseminada ya que Sporothrix schenckii fue aislado del
cojinete plantar inoculado, de higado y bazo ( Tabla 1).

En la figura 1 se observa que el nimero de CFP estuvo aumentando en forma
significativa en los gérbiles con esporotricosis, en relacién con los gérbiles
sanos.

En la Tabla 1 también se muestra que la aplicacién de la dosis sensiblizante con
DNFB fue efectiva puesto que al aplicar la dosis reveladora se obtuvo una
reaccién de hipersensibilidad retardada positiva. La diferencia entre las
mediciones basal de una oreja y la realizada a las 48 Hrs. de aplicada la dosis
reveladora fue estadisticamente significativa. Se obtuvo un aumento en el grosor
de la oreja por la reaccién inflamatoria en respuesta al estimulo antigénico que
presenté la dosis reveladora de DNFB, tanto en los gérbiles con esporotricosis
como en los sanos. Entre ambos grupos no se observé diferencia estadistica
significativa.




T ABLA 1.

Medicién de la oreja derecha normal (grosor basal ) y 48 Hrs. después de aplicar
la dosis reveladora de ia prueba de hipersensibilidad retardada a DNFB con
esporotricosis, y aislamiento de Sporothrix schenckii_por cultivos micolégicos.

GROSOR EN 0.1 mm
Gerbiles n BASAL 48 HRS.
%X t DE X t DE
1.- ESPOROTRICOSIS 20* 0.8 + 0.09 1.00 = 0.7
2.- SANOS 20 0.57 t 0.03 096 % 0.15
“pt N.S. N.S.

n = Numero de casos.

X = Promedio.

D.E

Desviacién estéandar.

»
]

S schenckii fue aislado del cojinete plantar inoculado, del
higado y del bazo de los 20 gérbiles infectados.

N.S = Diferencia estadistica no significativa.




FIGURA 1

CFPX 108

P<.001

SANOS ESPOROTRICOSIS

(GERBILES n=20)

CELULAS FORMADORAS DE PLACAS DE HEMOUSIS
(UNFOCITOS B) EN GERBILES CON ESPOROTRICOSIS




DISCUSION.

Existe abundante informacién acerca de que para el establecimiento de
infecciones micéticas se requiere de un transtorno previo en los mecanismos de
defensa del huésped. 42229.36.38

Pero en condiciones experimentales el padecimiento logra establecerse sin que
se presente, esta alteracién. 22 Sin embargo en el caso de la esporotricosis
experimental en gérbiles, la respuesta inmune celular valorada por la prueba de
hipersensibilidad retardada a DNFB fue normal y la humoral, valorada a través de
la prueba de- CFP se encontr6 aumentada en forma significativa. Este resultado
estd acorde con el obtenido en otro trabajo, en el cual se determiné el nimero de
linfocitos B por la capacidad de forma roseta indirectas con eritrocitos de
carnero, esta poblacién de linfocitos se encontré elevada. 2°

Los mecanismos de proteccién en animales con esporotricosis experimental sélo
se han encontrado afectados a nivel de la actividad fagocitica en la fase de lisis
y digestién de levaduras de S. schenckii y en el contenido de MPQ, 21.30.3

Los resultados de este trabajo muestran que sélo la respuesta humoral se vio
aumentada en los gérbiles con esporotricosis experimental en comparacién con
los sanos. En cuanto a la respuesta inmune celular no se observé modificacién.
En cambio en ofras micosis como la candidiasis y coccidioidomicosis la
respuesta inmune celular se encuentra disminuida. 3%




14

CONCLUSION.

Se tiene conocimiento de que para el establecimiento de las micosis
(CANDIDIASIS, COCCIDIOIDOMICOSIS ) se requiere que el huésped se encuentre
disminuido en sus mecanismos de defensa, principalmente en su respuesta
inmune celular. Sin embargo en el caso de la esporotricosis experimental no
ocurre asf, puesto que en este trabajo la respuesta inmune humoral se encontré

aumentada y la celular fue normal.
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