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1.- RESUMEN

El Sistema Inmune ha evolucionadoe siguiendo una escala filogenética entre las especies,
desarrollando mecanismos y perfeccionando técnicas para el reconccimiento de lo propio vy lo
extrano, 1o peligroso y no peligrose. Los invertebrados por ejemplo, han mantenido un mecanismo
de inmunidad innata basadc en el reconocimiente de particulas extrafias y la produccion de
moléculas antimicrobianas que actdan en el momento de la infeccidon. A partir de los placodermos
gue son los primeros vertebrados, se presentan por primera vez en la evelucién los genes de
activacidn y recombinacion (RAG), que constituyen el segundc mecanismo de inmunidad que
complementa al innato, llamado inmuridad adaptativa, produciendc células que generan memoria

y anticuerpos.

Los humanos come la mayoria de invertebrados y vertebrados conservan la inmunidad innata con
base en &l reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos y no patégenos
(PAMP) por medio de receptores de reconocimiento de kos PAMP o PRR. Lo anterior desencadena
una via de sefiales y produccién de peptides antimicrobianos e interleucinas. Los queratinocitos
humanos pueden preducir 1o anterior, defando atras el concepto de que la piel sole funciona como
una barrera fisica, conformandc el concepto de inmunidad lecal, que incluye los macréfagos y en
especial a los neutrdfilos, que ademas de su funcidn fagocitica, dégranulan sustancias
antimicrobfanas y son capaces de formar redes llamadas trampas extracelulares de neutréfilos
(NET)}, formadas principalmente de DNA, histonas y péptidos antimicrobianos en respuesta a
agresicnes por patégenos. Estas NET son inducidas por bacterias y hongos (Brinckmann y col.,
2004). En este trabajo se utilizaron neutrdfilos aislados de sangre periférica humana y se pusieren
en contactc con conidias completas de Trichophyfon rubrum y sonicades de conidias del mismo
hongo, come inductores de la formacion de NET. Este parasito resulta un problema de salud
publica entre la poblacion, como una de las principales dermatofitosis en la consulta clinica, y es
rebelde a los tratamientes, afecta a los gqueratinocitos y puede causar lesiones mas severas en

individuos inmunosuprimidos.

Los resuitados de este trabajo demestraron que los neutrofilos aislados y cultivados in vitro son
inducidos para formar NET cuando se estimularon con conidias completas y homogenado de
conidias de T. rubrum, las conidias interactuan con las redes de DNA, perc lo mas interesante es el

efeclo inductor del sonicade de conidias, ya que pudiera funcionar como vacuna.



2. INTRODUCCION

Desde etapas muy tempranas de la aparicién de la vida, el Sistema Inmune (S1) ha
evolucionado y permitido asi que los organismos se adapten al medio,
desarrollando mecanismos para reconccer lo extrafio y lo propio, asi como
generar defensas contra elementos del medio ambiente que ponen en riesgo su
integridad, y luchar contra otros organismos tanto por los recursos como por la

supervivencia de su especie.

En este procesc se abrieron niveles nuevos de adaptacion. Desde la generacion
de las membranas y de un nicleo celular organizado hasta el control, orden y
disefio para fabricar y estructurar los distintos organelos y moléculas efectoras

para la supervivencia (Janeway, 2001).

En los eucariotas primitivos se desarrcllaron mecanismos de defensa contra
particulas extrafas, virus y bacterias. Estos mecanismos utilizan en principio
receptores de reconocimiento e implican vias de sefiales por medio de moléculas
que se encuentran entre la membrana celular y el citoplasma hasta llegar al niclee
para activar genes que codifican moléculas contra agentes nocivos. Estos
mecanismos aun se conservan en los eucariotas desde los mas sencillos hasta los

organismos pluricelulares mas complejos {Hoffman, 1999).

Desde invertebrados hasta mamiferos, estos han competido entre si, pero también
contra agentes infecciosos que se encuentran en el medio ambiente y que
amenazan sus funciones vitales. Los mecanismos de defensa contra
microorganismos patdgenos son conocidos como Respuesta Inmune Innata (RII) y
Respuesta Inmune Adaptativa (RIA), incluyen moléculas y células que estan
genéticamente controladas y varian entre las especies, pero mantienen similitud

entre si (Janneway, 1998).



Los seres humanos no escapan a lo anterior, y luchan por la vida con los agentes
patégenos. Sin embargo, los microorganismos también han desarrollado
estrategias que incluyen mecanismos de resistencia y evasion, para perpetuar su
especie, consiguiendo con la participacion de la seleccion natural, un equilibrio a
través del tiempo, que ha implicado incluso individuos biclégicos como consorcios
(Doan, 2008; Margulis y Sagan, 2002).

Lo anterior implica la existencia de microorganismos que no son patogenos y
conviven de manera simbidtica con el hospedero constituyendo la microbiota
nomal, por lo que no activan los mecanismos de defensa como patogenocs y se

consideran no peligrosos {Margulis y Sagan, 2002; Matzinger, 2003).

En los humanos se presentan enfermedades infecciosas ocasionadas por virus,
bacterias y hongos patogenos que desarrollan mecanismos de adaptacién para
sobrevivir en el hospedero; y generar estas enfermedades que cada vez son mas
frecuentes entre la poblacion, ya que suelen ser rebeldes al tratamiento y se

adaptan al medio para desarrollarse.

Las infecciones fungicas mas frecuentes entre la poblacion son las dermatofitosis
o tifias. En México es un problema que se presenta entre el 70 y 80% de todas las
micosis. Por tener una frecuencia muy elevada como infeccién en distintas partes
del cuerpo, se cree que este patogeno ha desarrollado modos de supervivencia
para escapar de los mecanismos de defensa del hospedero, como consecuencia
se expresa la enfermedad con sintomas molestos e incémodos para el paciente

(Arenas, 2002).

Las barreras fisicas como piel, mucosas, vellos, secreciones cerpoerales, etc.,
constituyen la primera linea de defensa de [a RIl. Los péptidos antimicrobianos, la
fagocitosis y la participacién del sistema del complemente son mecanismos
importantes de esta respuesta (Medzhitov, 2000).



La RIl esta también integrada por glébulos blancos granulocitos y macréfagos, su
principal funcién es fagocitar hongos y destruir bacterias. (Nathan, 2006).

Los neutréfiles son un tipo de granulocito, cuya funcion es responder al estimulo de
bacterias, hongos y otros parasitos para eliminarios, y a participar en el inicio del

proceso inflamatorio (Appelberg, 2006).

Se han realizado investigaciones recientes que indican, gue {0s neutrdfilos, bajo
condiciones de infeccién, pueden generar redes o fibras extracelulares en el sitio
de una infeccion ocasionada por agentes patdgenos, llamadas trampas
extracelulares de neutrdfilos, por sus siglas en inglés (NET), las cuales son
estructuras compuestas principalmente de DNA, histonas, elastasa y péptidos
antimicrobianos, que estan presentes en el nicleo y los granulos del citoplasma.
El DNA del nlcleo de ia célula viva, es expulsado al exterior de la membrana, y
como resultado los microorganismos quedan atrapados en la red, eliminandolos e

iniciando el proceso de cicatrizacion y regeneracion del tejido.

Este mecanismo de defensa de la Rll tiene afinidad por microorganismos
patégenos, en este trabajo se experimenté con conidias completas y exiracto
sonicado de conidias del hongo Trichophyton rubrum con la finalidad de inducir [a
formacion de redes extracelulares de DNA de neutrdfilos de sangre periférica
humana ir vitro en ambos casos. (Brinkmann, 2004; Islas, 2007; Garcia, 2011).



3. ANTECEDENTES

3.1 Origen del sistema inmune

El Sl esta integrado por las mencionadas Rl y la RIA, incluyen moléculas y células
especializadas. Ambas han evolucionado tanto para convivir con los microbios

como para defenderse de elios (Janneway, 2005).

Los origenes de la inmunidad estan ligados a las ideas expuestas por Charles
Darwin hace 150 afos. Darwin opinaba que [a seleccidn natural y la diversificacion
son las principales fuerzas de [a organizacion de la vida, inspirando asi teorias
inmunoldgicas, relacicnadas con el heche de que los humancs y los patdgenos
estan encerrados en su propia supervivencia, “la lucha por la vida" y la
“sobrevivencia del mas apto”. Su teoria también ayudé a les investigadores a
darse cuenta que algunas de nuestras defensas inmunes dependen de las

diversas variantes de proteinas defensivas.

Poco después de “E! origen de las especies” publicado en 1859, se descubrieron
las enfermedades infecciosas y se convirtieron en un ejemplo convincente de |a
“lucha darwiniana”, seres humanos enfrentados a patégenos; para entender esa
contienda, se reveld la importancia de los dos mecanismos de defensa que
compiten: Por un lado, el sistema de anticuerpos en los humores corporales, y por
otro lade las células méviles conocidas como fagocitos. Paul Ehrlich defendi6 la

primera; Elie Metchnikoff se enfocé en lo segundo (Travis, 2009).

E! S| es un conjunto de 6rgancs gue probablemente evolucionaron para defender
al hospedero de amenazas externas e internas, asi como para reconccer nuestras

propias células y moléculas {(Janeway, 2002; Matzinger, 2002}.



La RIl puede ser especifica como la RIA: particularmente interesante es el
descubrimiento de un rearreglo de genes en lampreas, similar a la de los genes
variables, genes de diversidad y los de unidén que se recombinan para lograr una
versién molecular siempre apta al determinante antigénico, gue depende a su vez
de los genes de activacién de fa recombinacion (RAG por sus siglas en inglés)
{Bottaro, 2006), y asi es como se puede lograr una novedosa diversificacion
somatica también en los genes de algunos moluscos, por Ie que no deberian

considerarse sisternas aparte sino complementarios (Flajnik, 2004).

La evolucién es un proceso constante inducido por los cambios ambientales, la
fuerza que la empuja y que permite la sobrevivencia de una especie es su
adaptacién al medio ambiente. Los organismos se adaptan a los cambios de
temperatura, pH, alimentos, oxigeno, agua y al efecto de otros organismos

dafinos y benéficos (Pigliucci, 2007).

La constante presién de patdgenos en el Sl humano, ha permitido a estos
desarrollar herramientas para bloquear !a respuesta inmune. Ellos diversifican sus
moléculas de superficie, enmascaran los antigenos mas reconocibies, se disfrazan
como células propias, producen moléculas especificamente para deshabilitar los
mecanismos de defensa del mismo manipulando la magquinaria celular del
hospedero. Lo anterior pudo surgir mediante la adquisicicn de materiai genetico de
otro organismo. Un patégeno completamente nuevo puede evolucionar de una
especie comensal e inofensiva a una totalmente agresiva para el hombre, al cruzar

las barreras entre especies.

Los patogenos coevolucionan con el $1 humang, tan pronto como un patégeno
desarrolla herramientas para escapar de un mecanismo inmune particular, este se
vuelve inltit en la proteccidon contra la infeccion. Sin embargo con la evolucién
puede modificarse para terminar con las estrategias del patdgeno, o bien,
desarrollar y utilizar otro mecanisme nueve que se afine con la eliminacién del

microorganismo (Woolhouse, 2005).



Los mecanismos inmunes innatos en los humanos, que funcionan a nivel celular
se remontan a los organismos unicelulares, la fagocitosis en las amibas por
ejemplo que tenija fines nutricionales, empezo a funcionar para reconocer si la otra
amiba estaba infectada (Langman, 1989), y fue después utilizada por los
organismos multicelulares, con fines inmunolégicos, mientras que los mecanismos
adaptativos concernientes a la especificidad que se desarrollaron en los
vertebrados se han afinado en los mamiferos. Algunos mecanismos se
seleccionaron y adquirieron un papel mas importante en la proteccién inmune,
mientras que otros se perdieron. Estos mecanismos o sistemas complejos, quiza
han evolucionado mas alla de la apariencia de la especie en la cual se han
encontrado, y han sido modulados por factores ligados no solo a la evolucion
interna de sus genes, sino por sus microambientes también internos, como las
limitaciones celulares, metabolicas, reproductivas y tamario de la progenie. Parece
ser que los buenos resultados bioldgicos de la evolucion son de larga duracion, es
por esta razén que algunos de fos elementos del sistema inmune de los
invertebrados pueden ser encontrados en los vertebrados. También, es la razén
de porqué los dominios de las inmuneglobulinas han side utilizados de muchas
maneras incluso extrainmunoldgicas (MHC), y de nuevo tuvieron una evolucion

per su cuenta.

El estudic comparativo de los sistemas inmunes desde el punto de vista
filogenético, muestra una dindmica particular y diversa. Las comparaciones entre
las soluciones elegidas por los varios Phylum, del reino animal, cercanos al Homo
sapiens, nos permiten distinguir las caracteristicas esenciales del sistema inmune.
Desde este punto de vista, este enfoque no solo es filogenético sino aplicativo. Al
incrementar este tipo de conocimiento se pueden sugerir mejores soluciones
clinicas en los casos de deficiencias y anormalidades inmunoldgicas de los

humanos (Bu Pasquier, 2000).



3.1.1. Inmunidad en invertebrados y en vertebrados.

Considerada la primera linea de defensa de los animales, la inmunidad innata
involucra el reconocimiento de patrones de moléculas de patégenos por
receptores presentes en las células inmunes que se presentan en el sitio de la
infeccién (Medzhitov, 2000).

Metchnikoff reconocio la importancia de esta observacion, utilizando larvas de
equinodermos observo que las células tratan de defender a la larva al ingerir al
invasor, en este caso una espina, un proceso conocido como fagocitosis.

De hecho, es un mecanismo fundamental por el que las criaturas de todo el reino

animal se defienden contra la infeccion, un evento que dio lugar al concepto de la
inmunidad celular (Fig 1), (Beck, 1996).
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Figura 1.- Evolucion del SI. Escala evolutiva; aparicion de los mecanismos de inmunidad de invertebrados y vertebrados a
través del tiempo (Modificado de Beck, 1996).

Desde el punto de vista de la evolucién, la fagocitosis es probablemente la mas
antigua de las respuestas inmunes, rastreable incluso en los protozoos. Los
estudios comparativos de las lombrices de tierra, ascidias, esponjas y otros,
sugieren que la respuesta inflamatoria se remonta al origen de la multicelularidad.
Los invertebrados han sobrevivido a la amenaza de extincion, debido en parte a la



evolucion y conservacion de los mecanismos Utiles y esenciales del sistema
inmune innato y a la reproduccién en gran nimero, que ha servido para preservar
las especies. Son organismos balanceados equipados con las herramientas
adecuadas para hacer frente a diversos problemas ambientales tanto como a los

microbios presentes en la naturaleza (Beck, 1994).

En artrépodos como los insectos, se descubrid la novedosa via de fenol-oxidasa,
que desencadena un mecanismo de inmunidad en la mosca de la fruta. Ademas
se demuestran las similitudes en el reconocimiento de patdégenos, entre insectos y
mamiferos. Las rutas de sefalizacién y mecanismos efectores de la inmunidad
innata, tanto en Drosophila como en mamiferos, son muy parecidas (Fig 2),
(Hoffman, 1999).

Drosophila Mamiferos | ypAl

Spaetzle

e
oa /

Dorsal

Genes que participan en la respuesta inmunie

v

q.actus
W
-
\

Pelle

Figura 2.- Rutas conservadas en la RIl en Drosophila y mamiferos (Modificado de Hoffman, 1999)



En lo que ha sido llamado el "big bang de la inmunologia.” la mayoria de los
vertebrados desarrolld una segunda forma de inmunidad, en la cual las células del
sisterna inmune adaptativo, son dirigidas contra un patégeno especifico y luego
algunas se mantienen latentes con memoria inmunaldgica, para si es necesario

dividirse posteriormente y asi abreviar el tiempo de respuesta.

Esta adaptacion aparecié hace unos 450 millones de afios y puede ser el
resuitado fortuito de la invasion de DNA introducido por un virus o microbio
infectante a una criatura en forma de pez que los paleontdlogos llaman

Placodermos (Agrawal, 1998).

El repertorio de los receptores de adaptacion se genera en cada individuo y se
selecciona adicionalmente con especificidad para antigenos encontrados durante
la vida det individuo, que expresa receptores especificos implicando una respuesta
inmune fuerte, generada por la diversidad inmunolégica (Tonegawa, 1983).

3.2 Perspectiva evolutiva de la inmunidad innata

Los estudios sobre la inmunidad durante las ultimas décadas se han concentrado
en la respuesta adaptativa, solo muy recientemente la inmunidad innata adquirié
renovade interés, especfalmente por fratarse de un mecanismo evelutivo, la
defensa antigua, que es esencial. La divisién de los mecanismos de defensa para
clasificarlos en RIl y RIA se basan en la naturaleza de sus receptores. Los
receptores innatos parecen estar codificados en el genoma como genes
separados. Por lo contrario, los receptores adaptativos son codificados como
matrices de segmenios de genes aleatoriamente recombinades durante el

desarrollo de las células T y B. (Beutler, 2000).

La Ril incluye el reconocimiento del patogeno y una fase efectora tal como la
fagocitosis y la secrecion de moléculas protectoras. El reconocimiento de
constituyentes microbianos desencadena una respuesta caracterizada por la
activacién de células endoteliales, y otras células como neutréfilos y macréfagos,
las cuales de manera importante sintetizan péptidos antimicrobianos, o que

permite el control rApido de la infeccidn (Medzhitov vy Janeway, 2000).
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La terminologia para describir los elementos y procesos implicados en la
inmunidad innata en varios sistemas animales y vegetales incluye el témino
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMP), para indicar a los
disparadores de las respuestas inmunes en organismos tan diversos como el
humano, ¢l ratdn, los crusticeos, insectos y plantas. Los PAMP incluyen
lipopolisacéridos de bacterias Gram negativas, peptideglicanos de bacterias Gram
positivas, flagelina eubacteriana, glucanos derivades de paredes celulares

fungales, quitina, mananos y proteinas (Fig 3).
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Figura 3. RIl &n fa interaccién de PAMP con receptor tipe Toll. Ruta de sefiales y moléculas participantes a través del

interior de la célula (Camillo 2003).
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Los PAMP, son reconocidos por Receptores de Reconocimiento de Patégenos
(PRR), presentes en la membrana de las células del hospedero (Fig 4), (Medzhitov
y Janeway, 1997; Jones, 2006; Hoffman, 1999).

Azdcar terminal
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Figura 4.- Interaccion PAMP-PRR. Patrén de reconocimiento de carbohidratos que reconoce a los azucares terminales de

la pared celular bacteriana (Modificado de Hoffman, 1999).

La capacidad de reconocer a los PAMP sugiere una evolucion comun para el
reconocimiento de microorganismos y para la activacion de las defensas
antimicrobianas en los organismos multicelulares. Los PAMP son estructuras
conservadas y abundantes, tipicas en todas las clases de patégenos. Tales
patrones parecen estar ausentes en los organismos hospederos eucariontes pero
son esenciales para la supervivencia de los microorganimos teniendo una fuerte
capacidad de inducir y en algunos casos manipular la RIl (Janeway, 2002;
Medzhitov, 2010).

En las células inmunes de los vertebrados, los PAMP son reconocidos
predominantemente por una clase de receptores que se asemejan a la proteina
Toll entre ofros. Los genes Toll se describieron inicialmente en la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, cuyos productos actian como moduladores de la
polarizacion dorso-ventral du}ante el desarrollo embrionario (Anderson, 1985).
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Posteriormente se establecid que los receptores tipo Tolt eran parte fundamental
de la inmunidad innata de la mosca para su defensa en contra de infecciones
bacterianas y micéticas (Lemaitre, 1996).

Estos receptores estdn compuestos de dominios extracitoplasmicos con
repeticiones de Leucina, por sus siglas en ingles (LRR), un dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico parecidos a los receptores de
interleucina 1(IL-1) y otro dominio Tell, (TIR) por sus siglas en ingles. El receptor
tipo Toll (TLR} presente en organismos mas evolucionados, posee diez motivos

LRR sucesivos que sirven para unirse al antigeno (Takeda, 2003).

Los receptores TLR también detectan sefiales de "peligro”, Se ha planteado que el
Sl no solo es capaz de distinguir lo propio de lo no propio, sino que también se
activa en situaciones de estimulos propios como en el caso del cancer (peligroso),
y por otro lado no se activa en el caso de microorganismos benéficos de la

microbiota normal, gue no representan peligro. (Matzinger, 2002).

En ta inmunidad innata intervienen las barreras fisicas y quimicas, tales como: el
epitelio y las sustancias antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales.
Las proteinas plasmaticas, 1as cuales incluyen miembros del sistema de
complemento, proteinas de fase aguda y otros mediadores de inflamacién. Las
células NK, neutrofilos, macréfagos y leucocitos granulares (Rollinghoff, 1997).

Los fagocitos realizan una labor de gran importancia, ya que son los principales
productores de las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, I1L-12 y TNF-a y ademas liberan
otras moléculas como: la enzima activadora de plasmindgeno y fosfolipasa,
radicales de oxigene, peréxido, el factor activador de plaquetas, dxido nitrico v
mediadores lipidicos de inflamacién, tales como prostaglandinas y leucotrienos

(Trinchieri, 1997).
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3.2.1 La Piel como mecanismo de defensa.

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, es la primera barrera
protectora contra infecciones o agresiones del ambiente. La piel humana tiene dos
compartimentos: la epidermis y la dermis (Fig 5).
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Figura 5.- Estructura de la Piel. Los quetratinocitos son las principales células que constituyen a la epidermis formada por
cinco capas o estratos (Winslow, 2008).

La epidermis es un epitelio escamoso, es el compartimento mas externo y esta
compuesto por cuatro estratos: estrato basal, el estrato espinoso, el estrato

granuloso y el estrato cérneo (Uitto, 2007).

Los queratinocitos constituyen el 90% de las células de la epidermis y pueden
encontrarse otros tipos celulares, como los melanocitos y las células de Merckel.
La dermis es un tejido fibroelastico, formado por una red de colageno y fibras
elasticas. Contiene unas redes vasculares dispuestas paralelamente a la
superficie cutanea y conectada entre si por los vasos verticales.
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Se encuentran fibras (colagenas, elasticas y reticulares), células (fibroblastos,
mastocitos y macrofagos), elementos vasculares, neurales y anexos (pelos,
glandulas ecrinas, apocrinas y sebaceas), (Nestle, 2009).

Debido a que la piel es la superficie mas expuesta al medio externo, tiene un papel
importante en la defensa del hospedero. En los Ultimos afos, se ha reconsiderado
el concepto de Tejido Linfoide Asociado a la Piel (TLAP) con base en que se ha
descrito un variado sistema de vigilancia inmune en la piel, que la convierte en un
componente activo de defensa, dejando atras el concepto de ser solo una barrera
de defensa. Los queratinocitos y las células de Langerhans en la epidermis, asi
como los mastocitos, las células dendriticas y los macrofagos en la dermis,
funcionan como centinelas de las sefales de peligro, incluyendo la invasion por
microorganismos debido a que expresan gran variedad de receptores, tales como
los de manosa, receptores de dectina, CD1d y PRR, entre los que destacan los
TLR (Fig 6), (Kupper, 2004).
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Figura 6.- Receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de células inmunolégicas que actuan en la piel (Modificado de
Kupper, 2004)

15



Las interleucinas son moléculas importantes para la regulacién y activacién del
sistema inmune. A nivel de la piel, los queratinocitos son grandes productores de
interleucinas, tanto de manera constitutiva como en respuesta a estimulos. Entre
las interleucinas que producen estan IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-18, IL-20, y
TNF-a (Kéllisch, 2005; Grone, 2002).

3.2.2 Sistema del Complemento y Péptidos Antimicrobianos

Los factores de! complemento desempefian un papel clave. Las bacterias Gram
negativas contienen peptideglicanos en su pared celular que activan la via alterna
del complemento. El complejo de ataque de membrana, por sus siglas en ingles
(MAC), lisa especialmente a la Neisseria. Algunos PRR son secretados por el
higado y funcionan como opsoninas. Los receptores lectina de unidn a manana se
unen a los carbohidratos de la pared celular de una gran variedad de
microorganismos y la marcan para su reconocimiento por fa via de las lectinas de
la cascada del complemento: Esta via se diferencia de la clasica porque no
requiere complejos antigeno-anticuerpo. Durante la activacién del compiemento,
también se generan mediadores de inflamacion, tales como C5a y C3a, los cuales
reclutan macréfagos y neutréfilos. Ocasionande una reaccién inflamatoria locat en

¢l sitio de la infeccion (Carrcll, 2004).

Las defensinas y otros péptidos antimicrobianos son de las primeras lineas de
defensa contra microorganismos, los péptidos antimicrobiancs también conocidos
como peéptidos de la defensa del hospedero, por sus siglas en ingles {HDP)
funcionan como un escudo de moléculas que limitan el crecimiento de una gran
cantidad de microorganismos, y que pueden ser constitutivos o inducibles (Boman,
1995). Estos péptidos, contienen menos de 200 aminoacidos y son producidos por
diferentes células, se expresan de forma constitutiva o inducible dependiendo del
orgénismo y del tejido en el gue estén presentes al momento de la infeccion, y
tienen un amplio espectro antimicrobiano y mdltiples mecanismos de accion
(Hancock, 2000).
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Los HDP se han encontrado en casi todos los seres vivos, desde los procariotas,
con las bactericinas, a los eucariotas, como mamiferos, arfibios, insectos y
plantas con una familia diversa de péptidos. Pueden clasificarse segin su
esifructura secundaria y su composicion, come lineales, de hélice alfa (tales como
cecropinas, magaininas y mellitinas), caracterizados por el enriquecimiento de uno
¢ dos aminoacidos, que contienen puentes disulfuro (defensinas, protegrinas) y
fragmentos de ofras proteinas mas grandes con actividad antibacteriana (Bullet,
2004; Brogden, 2005),

La mayoria de los HDP descritos son codificados por genes y se sintetizan en los
ribosomas, aunque existen otros que son el resultado de metabolitos secundarics
(por ejemplo, la lactoferrina). El espectro de actividad de los HDP es amplio. Se
encuentra actividad antiviral, antifungica, antibacteriana e, incluso, en algunos
casos, antitumoral. Sus mecanismos de accion son mlltiples e incluyen
interacciones con la membrana celular, inhibicién de la sintesis proteica y de
acidos nucléicos, con funciones inmunomoduladoras, quimiotacticas y en el

proceso de cicatrizacion (Yang, 2004; Hale, 2007).

Se ha encontrado que la linfa de los insectos, los granulos de los neutrofilos
humanos y fa piel de las ranas contienen péptidos que matan bacterias. Desde
entonces se han cobservado mas de 600 péptidos catidnicos con propiedades

antimicrobianas en casi todas las especies.

Algunos de estos péptidos, ademas de destruir directamente a microorganismaos,
son capaces de reclutar y promover ofros elementos de la inmunidad,
particularmente de la inmunidad innata lo que genera el concepto de péptidos de

defensa del hospedero y péptidos antimicrobianos (Scoot, 2000, Brown, 2006).
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Los HDP tienen también funciones inmunomoduladoras, controlan |a expresion de
cientos de genes en monocitos y células epiteliales, también actdan con efecto
quimiotactico sobre las céfulas del sistema inmune, y en |a induccidn de citocinas y
diferenciacion celular, promoviendo la angiogénesis, la cicatrizacidn de las heridas

y la resolucién de las infecciones (Oppenheirm, 2005; Bowdish, 2005).

Uno de los péptidos mas estudiados es la catelicidina LL37, con capacidad
quimiotactica sobre monocitos, neutréfilos y células CD4, y capaz de unirse a los
lipopolisacéridos, inhibiendo la respuesta celular inducida por estos Ultimos, como
la liberacidon de TNF-q, de éxido nitrico v de otros factores tisulares (Steinstaesser,
2008).

Algunos fragmentos de péptidos antimicrobianos que, a pesar de no tener
actividad scbre [as bacterias, exhiben mecanismos inmunomoduladores sobre el
proceso de cicatrizacién, al inducir Ia expresién de interleucinas come la IL-8,
estimular la proliferaciéon de queratinocitos y aumentar la infiltracidn leucocitaria
{Lee, 2004). Otros inhiben la actividad de la oxidasa de los neutrdfilos e inducen
proteoglucanos y heparansulfato, moléculas importantes én el proceso de
cicatrizacion. Algunas de estas funciones se consideran preoinflamatorias, pero de
hecho, estos péptidos pueden suprimir las respuestas de la via de sefalizacién
dependiente de receptores TLR y la preduccion de citocinas proinflamatorias como

el TNF-a (Shi, 1996; Gallo, 1994, Bowdish, 2005).

3.3 Fagocitos: Células sanguineas de la Respuesta Inmune

Los fagocitos especializados son células que incluyen a los neutrdfilos, monocitos,
macrofagos, células dendriticas y mastocitos. Poseen receptores celulares en su
superficie que son capaces de distinguir entre sustancias propias y ajenas al
cuerpo. Esta especificidad es la base del reconocimiento de lo propio frente a lo

ajeno, y sustenta la defensa contra infecciones (Dale, 2008).
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Durante las infecciones, los fagocitos especializados son atraidos a la zona
invadida por patdgenos mediante sefiales guimicas procedentes de las bacterias o
de ofros fagocitos que se encuentran presentes previamente. La atraccién, se
debe a que los receptores celulares del fagocito unen ciertas sustancias de los
patogenos, lo que les permite reconocerlos y fagocitarles. Algunos fagocitos como
los neutrofilos destruyen a los patdgenos mediante especies reactivas del oxigeno,

por sus siglas en inglés (ROS) y dxide nitrica (Janeway, 2001).

Ademas de su funcidn inmune también limpian el organismo de células en
apoptosis, las células viejas, infectadas y transformadas y las proteinas dafiadas,
mal plegadas y agregadas. La primera funcidon de los fagocitos en la ontogenia
humana no es defensa pero si la eliminacién de células apoptéticas durante la
organogénesis. Este proceso difiere de [a fagocitosis de patdgenos por la
naturaleza de las citocinas liberadas. Los fagocitos se tragan a las células
apoptoticas que secretan factores anti-inflarmatorios tales como la interleucina 10
(IL-13), mientras que aquellos patdégenos que envuelven secretan mediadores pro-
inflamatorios, por ejemplo, la IL-6 que atraen y activan otras células inmunes (Li,

2003).

3.3.1 Mecanismos de accion: Fagocitosis y Degranulacién

Los patdgenos scn inmediatamente reconocidos por fagocitos en los tejidos
conectivos sub-epiteliales con tres consecuencias: 1.- Los patdogenos son
atrapados, englobados y destruidos por macréfagos y neutréfilos. La respuesta se
inicia con la identificacion de los PAMP por los PRR, localizados en la superficie
de los fagocitos. Los receptores median la fagocitosis y la liberacion del patégeno
en los lisosomas donde se procesa el antigeno. Los péptidos resultantes pueden
ser presentados por moléculas del MHC en la superficie del macrofage. 2.- La
interaccion de los patégenos con los fagocites induce la secrecion de
interfeucinas. Algunos de los PRR, activan vias de transduccién de sefial que
inducen la expresion de una gran variedad de genes de [a respuesta inmune,
donde se incluyen los genes para interleucinas inflamatorias y péptidos
antimicrobianos. Los receptores TLR vy sus vias de fransduccion de sefiales

conducen a la activacién de factores de transcripcion de la familia del factor
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nuclear kappa B (NF-kB). La liberacion de interleucinas también es inducida por
pequefios péptidos liberados en la cascada del complemento. 3.- Los macréfagos
funcionan como una célula presentadora de antigenos. Los receptores de
macrofagos, tienen un papel importante en el procesamiento antigénico, asf como
en la transmisién de sefiales que inducen la expresion de moléculas
coestimuladoras. De esta manera, los macréfagos al liberar ciertos tipos de
interleucinas determinan la forma de la respuesta inmune (Ulevitch, 1995; Linehan,
2000; Kopp, 1999; Stein, 2000). )

Los neutrofilos son la principal Ii'nea de defensa contra hongos ya que ademas de
la fagocitosis liberan ROS y enzimas lisosomales para eliminar al patogeno
(Bogdan, 2000)., Cuando un fagocito actiia sobre un patdégeno su consumo de
oxigeno aumenta, a este evento se le denomina estallido oxidativo, vy

produce ROS con efectos antimicrobianos.

Los compuestos de oxigeno son toxicos tanto para el patdégeno como para la
célula, por lo cual se retienen en compartimentos intracelulares. Este método de
destruir microbios mediante el uso de molécutas portadoras de ROS recibe el

nombre de destruccién intracelular dependiente de oxigeno.

El primer pasc es la produccion dependiente de oxigeno, el radical superdxido,
que es una sustancia bactericida rica en oxigeno. El superoxide es transformado
en presencia de perdxide de hidrégeno en oxigeno simple mediante una reaccion
catalizada por [aenzima denominada superdxido dismutasa. Los radicales
superéxide también reaccionan con radicales hidroxilo, que contribuyen a la
destruccién del microbio invasor (Shatwell, 1996). El segunde paso implica el uso
de la enzima mieloperoxidasa, presente en los granulos de los neutréfilos
(Klebanoff, 1999). Cuando los granulos se fusionan con un fagosoma, se libera
mieloperoxidasa al fagolisosoma, y esta enzima utiliza peréxido de hidrégeno
y cloro para generar hipoclorite. El hipoclorito es extremadamente téxico para las

bacterias (Fang, 2004).
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Los fagocitos eliminan microbios mediante cuatro métodos independientes de
oxigeno pero que involucra la participacion de las moléculas de sus granulos. 1.-
Utiliza proteinas con carga eléctrica que dafan la membrana bacteriana. 2.-
Participacion de lisozimas; estas enzimas destruyen la pared celular bacteriana.
3.-La accién de la lactoferrinas presentes en los granulos de los neutrdfilos que
extraen el hierro del medio, metal que es esencial para las bacterias. 4.-
las proteasas y enzimas hidroliticas, que actian digiriendo las proteinas de
bacterias destruidas (Hoffbrand, 2006)

3.3.2 Neutrofilos: Origen y desarrollo celular

Los neutrofilos son células maduras, provenientes de células madre CD34. Un
impresionante nimero de neutréfilos se liberan de la médula ésea a la circulacion,
la regulacion de las células por lo tanto debe estar bajo estricto control y esto se
explica por el hecho de que los neutréfilos son sometidos a la apoptosis
espontanea y a la participacion activa y constante en la defensa contra infecciones
(Fig 7), (Binet, 2009).
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Figura 7 - Ciclo de vida de los neutréfilos. Desarrollo en médula 6sea, circulacion en sangre y participacion en tejido
infectado, terminando en apoptosis (Modificado de Binet, 2009).

Los neutréfilos humanos contienen dos tipos basicos de granulos, azurofilicos y

especificos, que difieren en su morfologia, contenido y tiempo de origen.
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Los granulos azurofilicos son grandes y pueden ser de forma esférica, este Gltimo
con una inclusién cristalina. Se producen en la fase secretora, primero
(promielocito), contienen peroxidasa y diversas enzimas lisosomales, y por lo tanto
corresponden a los lisosomas primarios modificados. Por su parte los granulos
especificos son mas pequeios, pueden ser de forma esférica o alargada, y se
forman durante una etapa secretora después (mielocitos). Carecen de enzimas
lisosomales y contienen fosfatasa alcalina; sus contenidos permanecen en gran
medida sin determinar, cuando estdn maduros, su nucleo presenta cromatina
compacta multilobulada de dos a cinco lébulos por lo que se les llama también
leucocitos polimorfonucleares (PMN) (Bainton, 1971).

Son una parte esencial del sistema inmune innato y se acumulan rapidamente en
los sitios de infeccién y lesion, fagocitando y degranulando moléculas bactericidas.
Se han relacionado con la coagulacion de la sangre, en propdsito para restringir
difusién microbiana durante la infeccion, atraida por moléculas secretadas por

células y tejidos danados. (Fig 8), (Segal, 2005).

Figura 8.- Estructura molecular interna del PMN. En accion con en el fagosoma el estallido oxidativo y la participacion de
los granulos protealiticos (Medificado de Binet, 2009).
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3.4 Infecciones por Hongos Patogenos

Los hongos para el humano representan un pequeno grupo de todas las levaduras
y mohos presentes en el ambiente. Se estima que hay aproximadamente
alrededor de 1,5 millones de especies de hongos en el ambiente, de los cuales,
solo aproximadamente 100 especies se consideran patégenas para el humano
(Hawksworth, 2001).

Estos hongos pueden ser adquiridos por varias rutas entre las que se encuentran
la inhalacién de esporas y el contacto directo en la piel. Los hongos comensales
pueden establecer infecciones dafando las barreras epiteliales o modificando la
flora bacteriana del hospedero. El espectro de las infecciones flungicas varia de las
micosis superficiales hasta enfermedades alérgicas (Cuadro 1), (Hohl, 2006).

Cuadro |- Infecciones por hongos patégenos. Organismo causal y enfermedad (Hohl, 2006).
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3.4.1 Las Dermatcfitosis

Las dermatofitosis son micosis superficiales producidas por hongos filamentosos
llamados dermatofitos, los cuales afectan el estrato corneo epidémico debido a
gque son hongos queratinoliticos. Los tres géneros que afectan al hombre son:
Trichophyton, Microsporum y Epidermaphyton. La dermatofitosis causada por
Trichophyton rubrum es la mas frecuente en el munde, ademas este patdgeno es

responsable de algunas dermatofitosis cronicas (Mendez, 2004).

Como se menciond, en México se encuentran dentro de las diez dermatofitosis
mas frecuentes, constituyendo hasta un 80% de todas las micosis y tienen una
frecuencia del 5% en la consulta dermatelégica. Las formas dlinicas se clasifican
de acuerdo con la regidn del cuerpo que suelen afectar. La tifia de los pies es la
tifia mas comuln, con una frecuencia de 30 a 45%, donde la relacién por sexo M/F
es 6:4. Este tipo de tifia se presenta dentro de [a tercera y la sexta década de vida
y en el 85% de los casos el agente etioldgico es T. rubrum (Bonifaz, 2000).

Algunas de las lesiones de los pacientes que sufren estas dermatofitosis, pueden
originar infecciones mas profundas con supuracién al ser infectadas por bacterias,
ademas de funcionar como un reserverio de infecctdn, por lo que se cansidera un

problema de salud piblica.

Las condicicnes locales que ayudan a la progresidn de la enfermedad son la
humedad, la seborrea, la falta de higiene y una mayor temperatura de la piel. En
algunas personas pueden originar una reaccion inflamateria, el Sl detf individuo es
muy importante en la intensidad de esta infeccién. Tiende a ser mas intensa en los
diabéticos, cancerosos, inmunodeficientes y aquellos con niveles elevados de

corticoides (Rugeles, 2001).
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3.4.1 Respuesta inmune innata contra hongos patégenos

El papel instructivo del sistema inmune innato contra los hongos ocurre mediante
la restriccibn del crecimiento del hongo, la expresion de moléculas
coestimuladoras en las células fagociticas y la produccion de citoquinas vy
quimiocinas. La liberacién local de estas moléculas efectoras regula el trafico de
varios tipos de leucocitos, iniciando asi la respuesta inflamatoria, la activacion de
los fagocitos a un estado microbicida y dirigiendo el desarrollo de las células T
cooperadoras (Fig 9), (Hohl, 2006; Romani, 2004).

Inmunidad innata
Superficie de la mucosa f

Caluda
dendritica
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.
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Figura 9.- Mecanismos de Inmunidad innata contra hongos patégenos. La mayoria de hongos patogenos son detectados y
eliminados por la RIl (Modificado de Romani, 2004).

3.4.2 Trichophyton rubrum y la Inmunidad innata

El hongo de la especie Trichophyton rubrum es el agente mas comun de las
dermatofitosis: tinea pedis, tinea corporis y onicomicosis. T. rubrum al
interaccionar con los queratinocitos los estimula para iniciar la respuesta inmune.
Estos mecanismos tienen dos propésitos principales, primero, la generacion de
una actividad anti fungica directa que elimine al hongo y segundo, la induccion de
una respuesta adaptativa. La mayoria de los mecanismos son inducidos después
de la infeccién y por lo tanto su activacion requiere que los PAMP sean
reconocidos. La pared celular de los hongos es compleja y esta constituida por
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gran variedad de moléculas, incluyendo glucanocs, quitina y mannoproteinas entre
otras, las cuales son reconocidos por los TLR (Willment, 2008; Roeder, 2004).

Se conoce muy poco acerca de la inmunologia de las dermatofitosis. La
identificaciéon de los mecanismos que inducen el control © que permiten el
establecimiento de la enfermedad es un punto de mucho interés, sobre todo
delineando los posibles mecanismos de evasion que T. rubrum pudo haber
desarrollado. Varios autores han reportado la liberacién de IL-8 por los
queratinocitos en presencia de antigenos de demmatofitos, como la tricofitina,
sugiriendo gque estas células pueden contribuir a la induccién de una respuesta

aguda durante la infeccion (Almeida, 2008).

La produccion de IL-8 por los queratinocitos induce la acumulacion de neutrdfilos
en el estrato cormeo, sugiriendo que los queratinocitos no solo tienen un papel
estructural importante en la formacién de la barrera fisica, sino también tienen una
importante funcién como iniciadores de la reaccion inflamatoria en la piel. Se ha
publicado que los neutréfilos que llegan ai sitio de infeccidn son altamente toxicos
contra Trichophyton rubrum (Calderén, 1987).

También se ha descrito la capacidad de los macréfagos para fagocitar las conidias
de T. rubrurmn, sin embargo este proceso se bloguea con la adicidn de mananas de
la pared celular del hongo. Ademas, se ha observado que fos macréfagos que
ingieren las conidias disminuyen la expresion de moléculas coestimuladeras como
CD80 y CD54, y producen cantidades importantes de IL-10 y TNF, pero no
producen IL-12 ni éxido nitrico (Campos, 2008). Nuestro grupo de investigacion
realizd un frabajo experimental con la especie de Trichophyton rubrum y su
extracto de conidias en interaccién con gueratinocitos primarios de cultivo in vitro,
obteniendo como resultados por medio de citometria de flujo, que el extracto de
conidias de T. rubrum estimula a las células para que proliferen y se diferencien en
queratinocitos y estas células también expresan moléculas como TLR 2, TLR 6 y
Betadefensinas-2 respondiendo como una autentica célula inmune, ademas que

los queratinccitos no son dafiados (Islas, 2007; Garcia, 2011},
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3.5 Trampas extracelulares de neutrofilos (NET): Estructura y funcion

Se han realizado investigaciones recientes acerca de los neutréfilos que revelan
un mecanismo de defensa llamado trampas extracelulares de neutrodfilos (NET).
Como se menciond constituyen una red de fiboras de DNA con particulas
accesorias, como las histonas, los péptidos antimicrobianos, enzimas, plaquetas,
fibras de colageno, que en conjunto forman un “coctel letal”, que sirve de andamio
o soporte para provocar la respuesta inflamatoria y tiene como funcién atrapar y

matar a los microbios y asi evitar la infeccion (Brinkmann, 2004).

Se conocen tres estrategias utilizadas por los neutréfilos para eliminar a los
microorganismos: 1) La fagocitosis, y subsiguiente la eliminacion del patégeno
exponiéndolo a un estallido oxidativo y a compuestos antimicrobianos que son
descargados en las vacuolas fagociticas por granulos citoplasmaticos. 2) La
degranulacién, que implica la liberacion de sustancias antimicrobianas en el sitio
de infeccion, y 3) la recientemente descrita liberacion de estructuras en red de
DNA y proteinas microbicidas al espacio extracelular. Estos operan en escalas de
tiempo diferentes, y tienen diferentes efectos sobre las células (Fig 10).

Estrategias Antimicrobianas
Nivel celular Moda de accién Atributos

Tiempo

10 min Fagocitosis @* -
= -Dafio a las células del hospedero
30 min Degranulacién q T
-l

-Gran area para unir superficies
-Dafic minimo a las células del

120 min x5
- M Bystandee | NOSPECETD
. N -Contencién microbiana
e el =Cantencion de particulas grandes
NETs - & ~Liberacién de histonas

x@,‘ -Potencial de sinergla entre los
antimicrobianos

-Dafio minimo a las células del
hospedero
-Contencién microbiana

Figura 10.- Estrategias antimicrobianas de los neutréfilos (Modificado de Papayannoupoulos, 2007).
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La ingestion de microbios en un fagolisosoma minimiza el dafio a las células
hospederas durante la fagocitosis, mientras que la degranulacién difunde
proteasas granulares y pueden causar importantes dafios. Las NET representan
una estrategia de defensa para evitar la proliferacion microbiana, concentrando la
accién de los microbicidas y promoviendo su sinergismo, los microbios quedan

atrapados en estas redes extracelulares (Segal, 2005; Brinkmann, 2004).

El DNA es el principal componente de las NET, dado que el tratamiento con
DNAsas mostré como resultado la desintegracién de las NET (Buchanan, 2006).
En estas redes se encuentran factores antimicrobianos liberados durante la
degranulacién de los neutréfilos, como la mieloperoxidasa (MPO), la elastasa del
neutrofilo (NE), proteinasa 3 (PR3), catepsina G, lactoferrina, triptasa y gelatinasa,

entre otros (Papayannopoulos, 2010).

Las NET liberan histonas al espacio extracelular en abundancia, las cuales
constituyen agentes antimicrobianos efectivos que promueven la lisis bacteriana.
(Fig 11), (Yousefi, 2008; Von Kockritz, 2008).

Figura 11.- Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NET). NET atrapando bactenias en el espacio extracelular
(Brinkmann,2007).
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Las NET atrapan y eliminan una amplia variedad de patdgenos, que incluyen
bacterias, protozoarios y hongos entre los que se encuentran: Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Shigella flexeneri, Streptococcus pyogenes,
Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans y Leishmania
amazonensis (Brinkmann, 2007; Urban, 2006; Guimaraes, 2009; Ramos, 2009).

Pueden eliminar microorganismos de mayor tamafio como las hifas de los hongos,
las cuales resultan grandes para ser eliminadas mediante la fagocitosis,
constituyen una barrera fisica, lo gue permite reducir el dafio causado por los

microbicidas a los tejidos circundantes (Nauseef, 2007; Bianchi, 2009).
3.5.1. Formacion y liberacion de las NET

La formacion de NET se activa en respuesta a estimulos como a lipopolisacaridos
bacterianos (LPS), IL-8 y miristato de forbol (PMA), también por bacterias, hongos
y protozoos (Cuadro Il), (Blickwede, 2009).

Factor o microbio Origen celular de las NET
Interleucina 8 Neutrdfilos
Lipopolisacaridos (LPS) Neutréfilos
Miristato de forbol (PMA) Neutrofilos, mastocitos
Perdxido de sodio Neotrofilos, mastocitos
Plaqueta TLR-4 Neutrofilos
Interferdn y + CSa Neutrdfilos, eosinofilos
Interferdn y + LPS Eosindfilos
Interferdn y + eotaxina Eosindfilos
IL-5 + LPS/C5a/eotaxina Eosinofilos
Interferén o + C5a Neutrofilos
GM-CSF +C5a Neutrofilos
Staphylococcus aureus Neutrofilos, mastocitos
Streptococcus pyogenes Neutrdfilos, mastocitos
Pseudomonas aeruginasa Mastocitos
Mycobacterium tuberculesis Neutrdfilos
Mycobacterium canettii Neutrofilos
Candida albicans(hyfas o yemas) Neutrofilos
Escherichia coli Neutrofilos
Leishmania amazonensis Neutrdfilos

Cuadro Il.- Factores fisicos, quimicos y microbianos que inducen NET (Modificado de Blickwede, 2009).
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Algunos neutrofilos desarrollan un mecanismo de muerte celular, diferente de Ia
apoptosis y la necrosis llamado “NETosis”, este mecanismo implica la disolucién
de la membrana nuclear y de las membranas granulares, y la desfragmentacion de
la cromatina en el citoplasma, el contenido granular antimicrobiano y la cromatina
se mezclan, luego de la ruptura de la membrana plasmatica hay liberacion al
espacio extracelular de proteinas antimicrobianas ancladas a una red de
cromatina. Este proceso lleva unas 2 o 3 h. (Fuchs, 2007).

La liberacion de NET no solo es activada por los patégenos y sus componentes,
sino también por plaguetas activadas con LPS. Las plagquetas pueden inducir NET
por la activacién de neutréfilos via TLR-4 (receptor tipo Toll 4), (Fig 12), (Clarck,
2007).

Neutrofilo activado directamente
Microbio

Neutrdfilo activado indirectamente por mediador celular

Microbio-
D —LPs

Mediada por
los plaquetas

Figura 12.- Mecanismos que activan y liberan NET. Activacion directa y activacion indirecta de neutréfilos y trampas de
eosinotfilos (Modificado de Papayannoupoulos, 2007)
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Los neutréfilos incubados in vifro con factor estimulante de colonias
granulomonociticas (GM-CSF), mas la estimulacion con el componente del
complemento C5a son capaces de liberar NET compuestas de DNA mitocondrial.
Estas NET carecen de histonas e indican que la generacién de NET no siempre
involucra muerte celular. La liberaciéon de DNA mitocondrial al espacio extracelular
activa a los neutréfilos, actuando como un ligando para el receptor TLR-9. Se ha
demostrado que los eosindfilos son capaces de liberar estructuras parecidas a las
NET compuestas por DNA mitocondrial y proteinas granulares (Fig 12), (Zhang,
2010; Yousefi, 2008).

La produccion de ROS por la NADPH oxidasa desempefia un papel central. La
inhibicion farmacolégica del estallido respiratorio luego del tratamiento de
neutrdfilos con Difenileniodonio inhibidor de la NADPH oxidasa perjudica la
formacién de NET. Los neutrdfilos aislados de pacientes con la enfermedad
granulomatosa cronica (EGC) son deficientes en la formacién de NET. Los
receptores tipo Toll entre otros pueden inducir este mecanismo, activando a la
Proteina Kinasa C (PKC), ésta se encarga de mandar una red de sefiales para
formar NADPH oxidasa, la estimulacion realiza cambios en los organelos de la
célula ya mencionados, este proceso de muerte celular depende de la generacion
de ROS por la NADPH oxidasa (Fig 13), (Brinkmann, 2007; Papayanopoulus,
2009; Fuchs, 2007; Clarck, 1978).

Activacién del neutréfilo “NETosis” via de
NADPH  NADP“sH: muerte celular

-zo ~20; -a-n,o

PADA- mediador
de acumulacion de
histonas
promueven la

Atrapamiento y :ltrlpnoﬂ:ddn
e la cromatina
muerte microbiana
Pépridos
Efectos pro- antimicrobianas.
" 5 Formacién de trampas
inflamatorios o

extracelulares

Figura 13.- Efecto molecular para Ia fermacion y liberacion de NET (Modificado de Blickwede, 2009).
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Se propuso un modelo que demuestra que el estallido oxidativo induce la
liberacion de NE y de MPO de los granulos azurdfilos. La NE se transloca hacia el
nucleo, donde se encarga de fragmentar y disociar a las histonas y a si promover
la decondensacion de la cromatina, mientras que la MPO colabora sinérgicamente
con la NE en las etapas finales del proceso de desfragmentacion del DNA (Fig 14)

(Papayanopoulus, 2010).

Nudcleo

Neutrofilo en reposo Neutrdfilo activado NETs
Figura 14.- Modelo molecular de la participacion de |a NE y MPO en la formacion de NET (Camisia, 2012)

Estudios recientes sugieren que la formacion de NET puede tener lugar de forma
independiente de ROS. La estimulacion de neutrdfilos EGC con ligandos CCR2
induce la formacion de NET de manera independiente de la actividad de la

NADPH oxidasa e involucrando cinasas de la familia Src (Marcos, 2010).

Algunas bacterias logran escapar de las NET desarrollando estrategias basadas
en la degradacién de la red de DNA mediante la sintesis de DNAsas. Se ha
demostrado que la expresion de la DNAsa Sda1 por S. pyogenes es un atributo de
virulencia importante, dado que las cepas deficientes en Sda1 son in vitro mas
sensibles a las NET. La transformacion de Lactococcus lactis con un plasmido
portador del gen que codifica para Sda1 aumenta la resistencia bacteriana a la
destruccion extracelular mediada por NET (Buchanan, 2006).
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El hecho de que las DNAsas requieran cationes divalentes como Ca y Mg para su
actividad, provee un potencial punto de ataque por parte del hospedador. Se ha
descrito que las proteinas quelantes de calcio y cinc S100 se encuentran
presentes en altas concentraciones en los sitics de infeccion. Es probabie, que Ia
capacidad de unir Ca de algunas proteinas como $100, anexinas y otras, protejan
las NET de las DNAsas bacterianas, limitando la disponibilidad de cationes
divalentes y, la actividad de las DNAsas (Corbin, 2008).

Las bacterias utilizan catalasas para inhibir la formacién de NET dependiente de
ROS. Se ha descrito que la inhibicion de las catalasas incrementa la formacién de
NET. Resulta probable que los microbios empleen catalasas para evitar ser
atrapados por las NET. Algunas bacterias pueden esconderse en “biopeliculas”
como un mecanismo de resistencia a los microbicidas contenidos en las redes de
DNA (Fuchs, 2007; Hong, 2009).

Finalmente, la modificacién de la superficie bacteriana seria otra de las estrategias
empleadas por las bacterias para evadir las NET, Se cree que la union de las NET
a los patogenocs estd dada a través de interaccicnes electrostaticas entre las
superficies aniénicas microbianas y las proteinas catiénicas incrustadas en las

NET.
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En este sentido, la expresion de ciertos genes involucrados en el ensamblado de
la capsula bacteriana de S. pneumoniae disminuye la unién a las NET. El operén
dit de S. pneumoniae introduce carga positiva en la pared celular con la
incorporacion de residuos de D-alanina en el acido lipoteicoico. Si bien la
inactivacién del ditA no afecta la unién bacteriana a las NET, se observé que, al
inactivar ditA hay ausencia de capsula y aumenta la muerte bacteriana mediada
por NET, sugiriendo que un cambio en la carga de superficie permitiria la
penetracion de los antimicrobianos incluidos en las NET (Fig 15), (Wartha, 2007).

1-La catalasa bacteriana

interfiere con la formacién 2-La nucleasa
de NET bacteriana degrada a
las NET

o
s

3-Proteccién capsular previene
atrapamiento de NET

Figura 15.- Mecanismos bactenanos de evasion de NET. Uso de enzimas que degradan el DNA (Modificado de
Papayannoupoules, 2007)

3.5.2 Las NET y su relacion con las enfermedades.

Cualquier proceso fisiolégico necesita ser controlado por mecanismos estrictos.
Sin regulacién, todo proceso fisiolégico puede tener consecuencias patolégicas

serias. Las NET no son una excepcion.

Las NET resultan importantes como agentes antimicrobianos en la respuesta
inmune innata, pero los altos niveles de NET en la circulacion sanguinea pueden
resultar en una patologia, hay evidencia en la investigacion que demuestra que las
NET desempefian un papel importante en varias enfermedades infecciosas, asi
como enfermedades no infecciosas generando, por ejemplo, trombos en capilares,
deterioro de la circulacién y dafio tisular en el hospedero (Cuadro lll), (Fuchs,
2010).
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Staphylococcus aureus

Capturan y matan al patégeno

Streptococcus pyogenes

Capturan y matan al patégeno

Streptococcus neumonae

Capturan y previenen la expansion bacteriana

Salmonella enterica Capturan y matan al patégeno
Shigella flexneri Capturan y matan al patégeno
Escherichia coli Capturan y matan al patdgeno
Candida albicans Capturan y matan las hifas o yemas
Mycobacterium tuberculosis Capturan a la bacteria
Mycobacterium canettii Capturan a la bacteria

Lejsteria monocytogenes Capturan y matan al patégeno

Haemophilus influenzae

Formacion de "biopeliculas” y persistencia

Photorhabdus luminescens

Poco claro

Plasmodium falciparum

Poco claro

Leishmania amazonensis

Capturan y matan al pardsito

Después de activacion plaquetaria causan dafo

Sépsis bacteriana endotelial
Enfermedades no infecciosas

Apendicitis Poco claro
Preclampsia humana Poco claro
Enfermedades autcinmunes Poco claro

Cuadro lil.- Relacion de NET con las enfermedades (Medificado de Blickwede, 2009).

En ciertos pacientes con enfermedades autoinmunes como Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), se producen grandes cantidades de auto-anticuerpos contra DNA
de doble cadena, contra histonas y contra MPO. Estas moléculas son abundantes
en las NET y se cree que estas NET podrian tener un papel en el desarrollo de
alguna de estas enfermedades autoinmunes. En los pacientes con LES los auto-
anticuerpos activan neutrdfilos, promoviendo la liberacion de NET, estas NET
activan células dendriticas y liberan TNF-a desarrollando inflamacién exagerada

conduciendo a la enfermedad (Cabral, 1998; Bosch, 2011).

Ciertos pacientes con LES muestran una degradacién lenta de las NET in vitro,
posiblemente debido a la presencia de inhibidores de DNAsas propias o
anticuerpos que protegen a las NET. Aquellos pacientes que presentan una
alteracién en la degradacion de las NET desarrollan nefritis lGpica (Hakkim, 2010).
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La disrupcidn del mecanismo de limpieza de NET se encuentra asociade con la
autoinmunidad. Se han descrito mutaciones en el locus de la DNAsa | humana en
cortes de pacientes con LES, y mas recientemente se ha encontrado una
asociacion entre un polimorfismo de un solo nucledtido en la DNAsa | y Ila
susceptibilidad al LES en un estudic realizade en la poblacién espaiiola. Por lo
tanto, la DNAsa | humana desempefia un papel en la remocién de las NET. En tal
caso, mutaciones en el gen que codifica para {a DNAsa podrian conducir a la
persistencia de NET, seguido de un episodic de infeccion, y tal vez incrementar las

oportunidades de iniciar auto-inmunidad (Yasutomo, 2001; Bodano, 2006).

Se ha descrito una correlacion entre un incremento en la produccion de
anticuerpos antinucleares y un aumento en el nivel de DNA extracelular en sangre
en nifios infectados con Plasmodium falciparum. La formacién de NET y la
produccidén de auto-anticuerpos antinucleares contra DNA sugieren que en los
nifios infectados los mecanismos autoinmunes pedrian inducir patologia (Backer,

2008).

Queda mucho por descifrar asociado a las NET y el desarrollo de enfermedades;
sin embargo, la excesiva formacion de NET o su persistencia desempenfarian un
pape! fundamental en algunas enfermedades autoinmunes. No esta claro si la
disfuncion pulmonar grave u otras enfermedades en conjunto cen infecciones
virales podrian ser debido a las NET como consecuencia de la respuesta

inflamatoria {Desloges, 2008; Zhou, 2008).

Las NET participan en la fibrosis quistica previniendo el movimiento ciliar y
mediante oclusién de los capilares pulmonares. Se consideraba que las células
necroticas contribuian a la fuente de DNA libre encontrado en los pulmones de los
pacientes con fibrosis quistica. Sin embargo, este concepto cambié con el

descubrimiento de [as NET.
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Se ha demostrado que muestras de pacientes con fibrosis quistica contienen dos
tipos de elementos NET6ticos: las fibras de DNA y regiones globulares (MPO y NE
positivas). Las fibras de DNA forman una red tridimensional, las zonas globulares
estan adheridas a esta malla. Esta red viscosa es capaz de atrapar todo tipo de
componentes del esputo (glébulos, celulas apoptoticas, bacterias, etc.). Por lo
tanto, ha quedado demostrada la naturaleza de las flemas de pacientes con
fibrosis quistica al definir que las NET representan el mayor componente

extracelular (Manzenreiter, 2012).

Se comprobd la formacién de microtrombos en pulmon después de la infusion de
histonas en un modelo de sepsis en raton. Las histonas extracelulares liberadas
en respuesta a la inflamacion contribuyen con la disfuncién endotelial, fallo de

organos y muerte (Xu, 2009).

Las NET también proveen una plataforma y un estimulo para la formacion de
trombos. Las NET son capaces de inducir adhesion, activacién y agregacion
plaguetaria, elementos esenciales para la formacion de trombos. Por ello, se
propone que las NET representarian una conexion entre la inflamacicn y la
trombosis, la cual podria explicar la asociacidn epidemiolégica entre la infeccion y

la trombaosis (Fuchs, 2010).
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4. JUSTIFICACION

Las infecciones fingicas mas frecuentes entre la poblacion son las dermatofitosis
o tifias. En México es un problema que se presenta entre el 70 y 80% de todas fas
micosis. Por tener una frecuencia muy elevada como infeccién en distintas partes
del cuerpo se cree que este tipo de patdgeno ha desarrollado modos de
supervivencia para escapar de los mecanismos de defensa del hospedero, como
consecuencia se expresa la enfermedad con sintomas melestos e incomodos para

¢l paciente.

Trichophytonr rubrum es un agente patdgeno que afecta principalmente a los
queratinocitos, alimentandose de queratina, la cual es un nutriente necesario para
que se desarrolle, causando una de las micosis mas comunes en el humano; la
tina v el pie de atleta entre otras. Este parasito muestra ser rebelde a los

tratamientos, ya que ha desarrollade mecanismaos de resistencia y evasion.

Las NET se relacionan con muchas enfermedades infecciosas y no infecciosas,
han demostrado afinidad por microorganismos patdgenos, ya gque poseen una
diversidad de moléculas antimicrobianas, pero no se ha demostrado adn el efecte
que pueden generar las conidias completas de Trichophyton rubrum y el extracto

scnicado de estas mismas con la formacion de NET.
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5. OBJETIVO GENERAL

Inducir in vitro trampas extracelulares de neutréfilos (NET) con Trichophyton

rubrum,

5.1 Objetivos Particulares

1) Aislar el microorganismo patdgeno de paciente diagnosticado con Tifia por el

agente infeccioso Trichophyton rubrum,
2} Mantener [a viabilidad del cultivo de Trichophyton rubrum.
3) Obtener el extracto de conidias completas de Trichophyton rubrum.

4) Homegenar las conidias de Trichophyton rubrum para obtener extracto

sonicado de conidias.
5) Aislar y cultivar neutréfilos de sangre periférica humana.

B} Inducir la formacién de las redes de DNA de los neutdfiles con distintos
controles, negativo sin estimule, positivo con PMA vy las condicicnes
experimentales que son las conidias completas y el extracto de conidias de T,

rubrum).
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6. HIPOTESIS

“Los neutrofilos farmaran in vitro NET en presencia del estimulo de las conidias
completas de Trichophyton rubrum de 'a misma forma que el extracto sonicado de

las conidias”,
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7. METODOLOGIA

Diagrama de flujo para el aislamiente y cultivo de Trichophyton rubrum, la

extraccion de conidias completas y soni
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Diagrama de flujo para el aislamiento y cultivo de neutrdfilos de sangre periférica
humana por doble gradiente de densidad (Ficoll y Percoll)
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Diagrama: metodologia y disefio experimental para la induccién de NET llIII>>>
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Aislamiento y Cultivo de 7. rubrum (Mayorga, 1995}

Se aislé la cepa del microorganismo: Trichophyton rubrum (QObtenida de manera
directa de pacientes diagnosticados con dermatofitosis, cultivados en cajas de

Pétri con medio Agar Saboraud).

Se tomé una porcion de fa cepa y se ¢oloco dentro del tubo de vidrio que contiene
el agar sclidificado. Se incubd a 37°C por 24hrs (pasado este tiempo se dejaron
incubando a temperatura ambiente de 7 a 15 dias). Se introdujo el asa de nicromo
con un recuadro de cintilla auto-adherible en el tubo con Trichophyton rubrum, se

raspé y capturd una parte de las colonias.

La cinta se colocd en un porta objetos vy se afadieron dos gotas del colorante azul
de metileno, se le colocd el cubre objetos y se observd en el microscopio
compuesto la identificacidn del microorganismo. Se inoculd la cepa de T. rubrum
dentro de la caja de Pétri que contiene el agar solidificado.

Se rotularon las cajas de Pétri con el nombre de la cepa y se incubaron a 37°C por

24hrs, las cajas de Pétri se dejaron hasta su maximo crecimiento a temperatura

ambiente.
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8.2 Aislamiento de conidias de T. rubrum

Para el aislamiento de las conidias se agregaron 10mL de agua bidestilada estéril
a una caja de cultivo con el microorganismo en su maximo crecimiento y se raspd
la superficie del agar con una espétula. Se recuperd el liquido y se agité durante 3
minutos en vortex tres veces para desprender las conidias. La suspengion fue
purificada con filtros Wathman No.1 estériles. Las conidias se cuantificaron con
una camara de Neubauer obteniendo 7X10° conidias de 7. rubrum en 1mL de
agua. La solucion de conidias se dividid en dos tubos de 15mL con un volumen de
5mL por tubo, un tubo fue refrigerado a -20°C y el segundo se colocd en un

sonicador para romper a las cenidias.

8.3 Homogenado de conidias de T. rubrum

Se utilizaron cuatro ciclos de sonicacion de 30 minutos cada uno. La solucion se
filtrdé por una membrana de 0.22p estérl. El rompimiento de las conidias se
confirmd por visualizacién en el microscopio. La solucién con el homoegenado de

conidias se refrigero a -20°C.
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8.4 Aislamiento y cultivo de Neutrdfilos Polimorfonucleares a partir de
sangre periférica humana (Aga, 2002).

Se obtuvieron 7mL de sangre periférica humana de donador clinicamente sano en
tubos Vacutainer con heparina, se preparé un tubo de 15mb con 7ml de
HISTOPAQUE (Ficoll} para realizar el primer gradiente de densidad. Se vertieron
lentamente los 7mE de sangre en el tubo con los 7mL de ficoll, cuidando de no
romper el gradiente, se centrifugé a 2500rpm durante 20min, a temperatura

ambiente.

Se desecharon las distintas fases: Plasma, Ficoll y moncnucleares, se tomé la
fase de granulocitos y se colocd en un tubo nueve. Se afiadieron 10mL de PBS pH
7.2 al tubo con los granulocitos y se mezcld por inversién, se centrifugd a 1600rpm
durante 10min. Al término de la centrifugacién, se desecho el sobrenadante y se

afiadieron 4miL de PBS, se resuspendieron las células. Esta solucion se pasé
lentamente al tubo que contiene 10mL de los gradientes de Percol™. Se centrifugé

a 2,500rpm durante 20min, a temperatura ambiente.

Se colectd el anillo de Polimorfenucleares y se afadié a un tube nueve, se le
agregaron 10mL de PBS y se mezclo por inversion, se centrifugd a 1,600 rpm
durante 10min, a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y se le

afadieron 6mL de medio RPMI, se resuspendieren las células.

Se cuantificaron las células en una camara de Neubauer, concentracién de 90uL

de azul de Tripano con 10uL de la muestra con las células.

" Formulacion del gradiente decreciente de Percoll

Se prepart la solucion para €l gradiente de Percoll: 36mL de Percoll se mezclaron con 4mL de PBS 10%, para tener una
solucion al 100%. En un tubo nueve de 15mL se afadieron 1.5mL de soiugién Hank's con 8.5mL de Percoll dejando una
solucidn al 85%, se afadieron 2mL de solucidn de Hank’s con 8ml de FPerceoll a otro tube nueve dejando |a solucion al 80%,
en el siguiente tube se colocaren 2.5mL de solucion de Hank's con 7.5mL de Percoll dejando la solucién al 75%, en el tubo
siguiente se afiadieron 3ml. de solucitn de Rank's con 7mL de Percoll para quedar una solucion af 70%, y al uitimo tubo se
agregaron 3.5mL de solucién de Hank's con 6.5mL de Percoll para quedar al 85%. En un tubo nuevo de 15mL se agregaron
2mL de Percoll al 85%, lentamente al mismo tubo se afadieron 2mb de Percoll al 80%, 2mi de Percoll al 75%, 2mL de
Percoll al 70% y por ultimo 2mL de Percoll al 65% (se agregaron las soluciones lo mas lentamente para evitar romper &l

gradiente).
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8.5 Induccidn de trampas extracelulares de neutréfilos (NET)

Se colocaron 6 cubre objetos redondos 5min en etanol al 70%, 5min en etanol al
100% y Smin en Poli-L-lisina solucién 1:10, posteriormente se colocaren en la
placa de 6 pozos (un cubre objetos por pozo). Se lavd con 1mL de PBS pH 7.2 por

la periferta del pozo para quitar el exceso de Poli-L-lisina,

Se agregaron 3X10° de neutrdfilos a cada pozo, 200pL de suero autdlogo, dos
pozos se defaron como control negativo no recibieron estimulo (C-), dos se
establecieron como control positivo (C+) con PMA en concentracidn de Tug/imL, y
los ultimos dos pozos fueron las condiciones experimentales y se estimularon con
7 X10° conidias completas del hongo T. rubrum en 100ul de agua bidestilada
cada uno. Se incubd la placa por 3hrs a 37°C con 5% de COs2.

Transcurrido el tiempo de incubacién se lavo cada pozo con 1mL de PBS para
retirar el exceso de PMA y conidias. Se agregaron 500uL de paraformaldehido al
4% por poze, se incubd durante 20min a temperatura ambiente. Después se lavd
con 1mL de PBS cada pozo para retirar el exceso. Se anadieron 100uL de DAPI
en concentracién 1mg/imb a cada pozo y se incubSé por 1Th a temperatura
ambiente. Se lavé con 1mL de PBS cada poze para retirar el excese de DAPI, se

incubd por 24h a 4°C,

Al dia siguiente se colocaron dos gotas de PBS pH 7.2 en el porta objetos y se
montaren los cubre objeto, se observaron las muestras en el microscopio de

flucrescencia y se capturaron las imagenes.
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9. RESULTADOS

9.1.- Aislamiento y Cultivo de T. rubrum

Se logré mantener la viabilidad (a) y maximo crecimiento de la cepa de
Trichophyton rubrum (b) que se aislé de manera directa de un paciente (Fig 16).

a).— Cultivo en tubos de vidrio de T. rubrum en agar saboraud. b}~ Viabilidad y maximo crecimiento de la cepa.

Fig. 16.- Viabilidad del cultivo. a) Primer crecimiento del hongo aislado de manera directa de paciente con la
enfermedad b) Cajas de Pétri en diferentes etapas de crecimiento del hongo en medio agar saboraud.

9.2.- Aislamiento de conidias Completas de T. Rubrum

Se pudieron aislar las conidias completas de T. rubrum en agua destilada estéril,
obteniendo una solucién de 10mL con la cantidad de 7X10° conidias completas en

1mL de agua (Fig 17).
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9.3.- Homogenado de conidias de T. rubrum

Cinco mL de la solucién con conidias completas fueron destruidas por sonicacion,
obteniendo un extracto acuoso de restos de conidias. Ambas soluciones fueron

utilizadas como condiciones experimentales (Fig 17).

a).- Obtencién de conidias completas de T. rubrum. b).—- Filtracién del extracto sonicado de conidias.

Fig. 17.- Aislamiento y sonicado de conidias a) Desprendimiente de las conidias por medio de Voértex b)
Obtencién del extracto homogenado por sonicacion de las conidias de T. rubrum.

9.4 Induccion de trampas extracelulares de neutrdéfilos (NET)

Después de aislar, cultivar y estimular a los neutréfilos humanos con los distintos
controles y condiciones experimentales, se pudo observar, que los neutréfilos del
primer duplicado, de cada uno de los 6 experimentos, correspondientes al Control
negativo (C-) quedan intactos al no recibir estimulo, mientras que el duplicado de .
cada experimento con células que se estimularon con PMA, correspondientes al
Control positivo (C+), mostraron al DNA liberado y desfragmentado. Ademas se
puede observar que la célula pierde todas sus propiedades estructurales,
liberando su material genético y citoplasmatico al espacio extracelular en forma de
red (NET). En los siguientes duplicados, correspondientes al estimulo de conidias
completas y finalmente con homogenado de conidias, se observé igualmente la
induccién vy liberacion del material genético, con la formacion de las NET. (Ver

TESISICUCBA 49



Experimento # 1 —[

Fig. 18.- Induccion in vitro de NET con conidias de Trichophyton rubrum, imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia (40X) (a). Neutrdfilos sin estimulo (C-). (b) Neutréfilos estimulados
con PMA (C+). (c) Neutréfilos estimulados con conidias completas de Trichophyton rubrum.




];Experimento #2 ‘|

.
-
.

Fig. 19.- Induccion in vitro de NET con conidias de Trichophyton rubrum, imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia (40X) (a). Neutrdfilos sin estimulo (C-). (b) Neutréfilos estimulados
con PMA (C+). (c) Neutrdfilos estimulados con conidias completas de Trichophyton rubrum.

5%




L Experimento # 3

Fig. 20.- Induccion in vitro de NET con cenidias de Trichophyton rubrum, imagenes obtenidas por
microscopia de fluorescencia (40X) (a). Neutréfilos sin estimulo (C-). (b) Neutrdfilos estimulados
con PMA (C+). (c) Neutréfilos estimulados con conidias completas de Trichophyton rubrum.
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Uxoerimento #4 j

Fig. 21.- Induccidn in vitro de NET con extracto sonicado de conidias de 7. rubrum: imagenes
obtenidas por microscopia de fluorescencia (40X). (a). Neutréfilos sin estimulo (C-) . (b).
Neutréfilos estimulados con PMA (C+). (c). Neutréfilos estimulados con conidias completas de
Trichophyton rubrum. (d).Neutréfilos estimulados con extracto sonicado de conidias.
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L Experimento # 5

Fig. 22.- Induccion in vitro de NET con extracto sonicado de conidias de T. rubrum: iméagenes

obtenidas por microscopia de fluorescencia (40X). (a). Neutrdfilos sin estimulo (C-) . (b).
Neutrdfilos estimulados con PMA (C+). (c). Neutrofilos estimulados con conidias completas de
Trichophyton rubrum. (d).Neutrofilos estimulados con extracto sonicado de conidias.



Experimento # 6

H

d

Y
{

Fig. 23.- Induccion in vitro de NET con extracto sonicado de conidias de T. rubrum: imagenes
obtenidas por microscopia de fluorescencia (40X). (a). Neutréfilos sin estimulo (C-) . (b).
Neutréfilos estimulados con PMA (C+). (c). Neutréfilos estimulados con conidias completas de
Trichophyton rubrum. (d).Neutréfilos estimulados con extracto sonicado de conidias.
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10.- DISCUSION

La naturaleza del DNA como polinucledtido que dentro de su estructura contiene
desoxirribosa y bases nitrogenadas complementarias unidas por enlaces
fosfodiéster y puentes de hidrégeno (Blanco, 1894), la ubican como una molécula
jerdrquica, que contiene la informacién genética de todos los organismos
biclégicos. En este trabajo se demostrd que no solo es una molécula que
almacena y protege informacién, sino que también es una moiécula utilitaria ya
que participa en la proteccién del organismo contra agentes infecciosos, y puede
liberarse al espacio exiracelular en forma de red en conjunto con moléculas
accesorias antimicrobianas (Brinckman, 2004). Ampliando asi el conocimiento de
su funcion, se ha demostrado este novedoso papel que desempena el DNA en los
granulocitos, abriendo la posibilidad de nuevas hipdtesis para la realizacidon de
investigaciones sobre este mecanismo diferente a la apoptosis, lfamado “netosis”,
desarrollade evolutivamente como proteccidon contra la infeccidn, extendible a
distintos modelos bioclégicos de invertebrados y vertebrados para poder demostrar

la filogenia de este mecanismo de adaptacién.

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo con conidias del hongo T. rubrum
y su homogenado interactuando con queratinocitos in wvitro, revelaron que los
queratinocitos responden a un estimulo antigénico de las conidias y el
homogenado, proliferande y diferenciandose en respuesta a un estimulo, ademas
por medio de los receptores TLR-2, TLR-4 y TLR-6 inducen la produccion de
péptidos antimicrobianos como la beta-defensina 2 y las interleucinas 1 beta y
oche (Garcia y col. 2010). En continuacién con ese trabajo, aqui se muestra que
los neutréfilos también responden al estimulo de las conidias completas de T.
rubrum, formando las redes de DNA e interactuando con las conidias del

microorganismo, pero en el caso del sonicado-homogenado se inducen también a

las NET.

Otros trabajos reportan que las NET atrapan y eliminan bacterias. Utilizando
Staphyfococcus aureus, se reporta que esta, reacciona con los neutrdfilos y estos

sufren netosis, liberando posteriormente las NET (Fuchs, 2007). También se

56



demostro que el DNA es el principal componente de las NET ya que en un
experimento con Streptococcus pyogenes y tratamientos con DNasas no se logra
atrapar a las bacterias, y por lo tanto eliminarlas, debido a que las redes son
desintegradas por la DNAsa (Buchanan, 2006).

En otro experimentd con Streptococcus pneumoniae l0s resultados demostraron
que los neumococos son atrapados, perc, a diferencia de otros patdgenos, no
mueren por las NET, debido a que los neumococos producen DNAsas como
mecanrismo de evasion. Ademas, se demuestra que escapar de las NET promueve
la difusién de los neumococos de las vias respiratorias superiores de los pulmones
y de los pulmones al torrente sanguineo durante la neumenia (Beiter, 2006). En
un estudio similar se experimenté con Mycobacterium tuberculosis, y el resultado
demostrd que las micobacterias estimulan a los neutréfilos que liberan a las NET
pero las redes no logran destruir a las bacterias con sus moléculas accesorias

(Ramos, 2008}.

Se han realizado varios experimentos para inducir de manera directa o indirecta a
las NET con distintos microorganismos, pere nunca se habia realizado con las
conidias ni con ninguna estructura de T. rubrum, e inclusive tampoco con el
extractc sonicado de conidias. Quiza en el sonicadc acuoso solo quedan los
patrones moleculares del hango, al ser destrozadas las conidias por sonicacion,
puede que se pierda la energia para poder parasitar, ya que se necesita la conidia

completa entre otras condiciones para poder perpetuar su especie.

Lo anterior, en conjunto, nes permite hipotetizar que el sonicado-homogenado de
conidias puede tener un efecto similar a una vacuna, ya que al homegenizar por
sonicacion, la conidia se rompe y no tiene el peligro de parasitar, pero si, la
ventaja de iniciar una respuesta inmune, lo cual se puede aplicar al casc de
infecciones en la piel y en otros sitios o en enfermedades infecciosas que

involucren a los neutréfilos.
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11.- CONCLUSIONES

1) Se aislo el microorganismo patdgeno Trichophyton rubrum. Se mantuvo la cepa
cultivada de Trichophyton rubrum. Se obtuvo el extracto de conidias de

Trichophyton rubrurm.
2) Se aislaron y cultivaron neutréfilos de sangre periférica humana.

3) Se logrd Inducir in vitro a los neutrdfilos de sangre periférica humana la
preducciéon de NET con la estimufacion de conidias y especialmente con el

homogenado de conidias de T. rubrum.
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