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Antecedentes
I. Inmunidad innata

Todos los organismos multiceluares comparten la funcién de barrera en contra de
fas agresianes fisicas y microbicidgicas dei medio ambiente. Dicha funcion se cumple &l
regular la colonizacién del epitelio intacto medianta un sistema de defensa que responde
con ef aumento de la actvidad antimicrobiana cuando existe ruptura da la integridad
epitalial,

La actividad antimicrobiaria epitelial s& mantiene a través de a inmunidad innata,
{a cual incluye todas las herramientas codificadas en el huésped & partir de las primeres
lineas cetulares, como respuesta a ia infeccigno ala infiamacién. La inmunidad innata no
requiere del proceso de iniciacién seguido de la estimulacion antigénica de linfocitos
especificos, por el conrario se ha demostredo que s glementos de esta inmunidad
pueden regular ia respuesta inmune adaptativa mediante la identificacién de proteinas
microbianas como antigenos extrafios, y mediante la activacidn de les células T nativas,*

Los componentes de la inmunidad innata se expresan constiutivamente o pueden
inducirse por diversos estimulos. Dentro de éstos se induyen:

1. Las moléculas inorganicas (&ddo nitrico, perGxido de hidrogeno, acido
clorhidrico).
Moléculas orgénicas simples (&cidos grasos).
Péptidos antimicrobianos (cecropinas, magaininas, defensinas, catelicidinas).
Proteinas antimicrobianas (proteina de incremento de la permeabilidad v
hactericida, fosfolipasa A2, lisozimas, complementa).
Proteinas de unién (proteina de unidn de manosa, colactinas).
Secrecidn de inmunoglobulinas.
Las células junto con sus moléculas de sefiales (macrdfagos, neutrdfilos,
edjulas asesinas naturales).”

Eall g

Now

11. Péptidos antimicrobianos

Se han identificado en la actualidad dentos de peptidos antimicrobiancs en cast
todos los seres vivos, incluyendo mamifercs, anfibios, insectos y plantas.® Los primeros
péptides antimicrobianos, denominados tioninas, fueron aislados a partir de las plantas en
la década de 1570, los cuales al ser inyectados en animales produjeron efectos taxicos
gue no se observaron en dichas plantas. Se consideraron iniclalmente como productos
naturales y no como parte de 1a funcién inmunitaria.”

Los primeros péptidos antimicrobianos refacionados 2 fa inmunidad inducida por
bacterias, fueron aislados de los insectos en la década de 1580, y se les di6 el nombre de
cecropinas. Estos péptidos catidnicos de 37 aminoicidos, se sintetizaron y purificaron de
la hemolinfa, posterior a la inyeccion de bacterias en las larvas de los gusanos de seda
(Cecropia). Las cecropinas demostraron actividad antimicrobiana en contra de bactenias



gram negativas incluyendo £ cof, B. subtiis, 5. marcescens, P, aeruginosa. También se
han aislado de las moscas (Drosophila) y del intestino delgado porcing.®’

Posteriormente, a I3 mitad de ia década de los 1980 se identificaron ias estructuras
de abundantes clases de péptidos almacenados en los grénuios de los granulocitos en
humanos y conejos. Estos péptidos catitnicos que incluyen en su estructva seis cisteinas,
se denominaron defensinas, Y estan consttuidos por 29 a 41 aminodcidos con 3 pusntes
disulfuro, Son bactericidas en contra de bacterias gram positivas y negativas, & inactivas
en contra de Cryptococcus neoformans'y wirus herpes simple ipo 1.58

A finales de la década de 1980, Michae! Zasloff identifico en la piel de ias ranas
Xenopus laevis, péptidos antimicrobianos catibnicos, a las que denoming magaininas {del
hebreo gque significa escudo).!® Estos péplidos esidn constituidos pot 23 a 27
aminodcidos, gue se caracterizan por tener una estructura aifa helicoidat anfipatica cuando
el medio es hidrofobico, lo que permite insertarse en las membranas de las bacterias ¥y
formar canales de iones dependientes de voltaje, produciendc una alteracién de ia
permeabilidad y la subsecuente lisis celufar.3*

* -

A, Estructura y sintesis

Existen a la fecha siete clases de peptidos antimicrobianas catidnicos anfipaticos:
lineales con una hélice alfa, lineal enriquecido en amincécidos selectos, en forma de asa
con un solo puente disulfuro, conformacion de hoja beta con mdltiples puentes disuifuro,
fragmentos peptidicos, y proteinas grandes.”

Los péptidos catiGnicos se caracterizan por tener und carga neta pasitiva, por lo
menos de +2, y usualmente de +4, +5 6 +6, dependiendo del numero de amincécidos
arginina y lisina que posean en su estructura. Se encuentran conformados en wres
dimensiones, son anfipaticos, y presentan una cara hidrofébica y una hidrofilica. La cara
hidrofGbica estd compuesta por cadenas de aminodddos no polares, y 1a hidrofilica por los
residuos polares cargades positivamente.*

Se han identificado algunas células de los mamiferos y el epitelio de diferentes
tejidos como sitios de produccion de péptidos antimicrobianos.  Por giemplo en los
neutrofilos estos pépidos constituyen del 10 al 18% de tas protefnas totales, colaborando
en su funcidn de defensa inmediata en contra de los microorganismos y en las rescciones
inflamatorias agudas. También se encuentran en grandes concentraciones en la superfide
de fa mucosa (lenqua, traquea e intestino) que ha sufrido algln dafo.”

los péptidos antimicrobianos catidnicos se codifican en el gencma coOmo
prepropéptidos, con una clasica safial N-terminat para el aimacenamiento intracefular o fa
liberacidn extracelylar.’® Durante el transporte intracelular se mantienen como
propéptidos, para evitar el efecto txico en los organelos, por medio def segmento pro
que neutraliza al péptido catidnico, y que es el responsable del desplazamiento
intracelular.®® Uno o més propéptidos son codificados en un solo producto de transiacion,
y mediante un proceso que induye varios pasos se libera et péptido bioldgicamente
activo. El almacenamiento de los péptidos se lleva a cabo en los granuios intracelulares,
como se ha observado en los granuloctos de los mamiferos'®” 6 en elementos
glandulares como en Ya piel de las ranas Xenopus y en el tubo digestivo.’®™®  El péptido
almacenado puede estar en su forma de molécula activa, la cual se encuentra neutralizada
nor los componentes anidnicos en la membrana basal de Ios granuios 6 fusionado en los
fagusomas que contienen granulos de propéptidos y grénulos de elastasa, gsta diima



rompe € propéptido para liberar el agente antimicrobiano totalmente funcional.’® Los
péptidos aimacenadas en los granulos intracelulares funcionan a través de la fusion de ios
grénulos con fagosomas que contienen a ios organismos fagocitados. Altemativamente
los neuirfilos y los macréfagos, que son atraidos a los sitios de infeccidn ¢ de
Inflamadién, fusionan la membrana de 10s granules con la membrana calular, y liberan a
los péptidos antimicroblanos localmente.

Algunos péptidos antimicrebianos comparten para Su sintesis una via comin en ia
expresion inducible. Esto significa que posterior a la exposicion de bacterias vivas,
bacterias atenuadas ¢ simplemente una aiteracién en la bamer epitelial se estimula 18
sintesis de estos péptidos.® La induccién requiere tanto de la sintesis de! RNA como de
la proteina, que se detecta en unas cuantas horas, presentando un pico en su
concentracion entre 16 hovas y algunos diss. En las céluias epiteliales de Ia traquea se ha
demostrado fa induccién de la sintesis de las defensinas-B posterior a ia unién de la
lipopelisacaridasa bacteriana a la proteina CD-14 de la membrana celular con fa
subsecuents activacion del regulador de transcripcion NF-xB.2

Los sitios de sintesis de los péptidos antimicrobiangs indluyen a células derivadas
de la méduta dsea, como granuiocitos y macrdfagos; células epitelisles especializedas
(gléndulas dérmicas de las ranas, células de Paneth del intestino deigado, plexo coroide,
epitelio de la vagina, epitelio del tubo genitourinario), epitelio ciliado de la via aérea, ¥
més recientemente identificados los queratinocitos. 2%

I11. Defensinas

A, Estructura

Las defensinas se incluyen dentro del grupo de los péptidos antimicrobianos
catiénicos. Su conformacién es de una hoja beta, con seis cisteinas y tres puentes
disulfuro. Estan enriquecidos con residucs de arginina y lising, 1o que les da una carga
positiva @ pH neutro. Son solubles en agua o &n una solucién salina y son resistentes a la
desnaturalizatién por calor. Son activas en concentreciones bajas de sal e inactivas a
concentraciones altas de ésta.  Existen dos grupos, las defensinas-a y defensinas-B,
siendo estas tiltimas de mayor tamafio. La princpal diferencia entre ambas radica en 10s
puentes disulfure. La alineacion de las cisteinas se conserva en cada grupo y solo se
requiere de escasas deleciones para alinear a la familia entera. En las defensinas-o. las seis
cisteinas estan unidas con puentes disuifuro en las posiciones 1-6, 2-4 y 3-5, mientras que
en las defensinas-§  se encuentran en las pasiciones 1-5, 2-4 y 3-6. Ectas dos formas de
puentes cruzades dan como resultado estructuras idénticas de tres cadenas de hoja beta
antiparalelas.®

B._Sintesis

Las defensinas s& producen como preproproteinas de 95 residuos de longitud. La
porcién “pro” es acida y neutraliza a 13 defensina madura que es basica, inhibiendo tanto
ta aclivided antimicrobiana como la capacidad citotbxica sobre las lineas celulares
humanas KS62. 7 La primera defensina-p descubierta fue el péptido antimicrobiano de 1a
traquea de los bovinos (TAP}, seguido de una gran cantidad de defensinas-§ en 1o



neutréfiles de fos bovinos, y el péptido antimicrobiano lingual, Todos estos se sintetizan
en respuesta a reacciones inflamatorias.”

Estudics genéticos han identificado que ambas defensinas se localizan en el
cromosoma 8p23.1-p23.2 de ratones y humanos. Las defensinas humanas probablemente
han evolucionado a través de varias duplicaciones de genes colocando a las defensinas-a
y defensinas-p en sitios adyacentes en €l mapa genético. >

Ceneralmente las defensinas-o se almacenan en los granuios intracelulares,
mientras que las defensinas-§ son sintetizadas en forma primaria por las células
epiteliales. En estas ditimas se puede inducir su expresicn 6 pueden estar en forma
constitutiva para posteriormente ser excretadas hacia el moco de la superficie de la vias
aéreas, hacia el lumen def tubo digestivo (a partir de las células de Paneth) ¢ en la piel.

La sintesis de las defensinas-p se inicia con la interaccion de un lipopolisacarido
con el receptor CD-14, produciendo una sefial de transduccion que fosforila a T«B, ef cual
es degradado por la via de la ubiquitin-proteasoma. Una vez liberado del inhibidor, NF«B
se transloca en el ndcleo donde reconoce y se une €n direccion hacia arriba & la secuencia
GGGRANYYCC3™. Dicha secuencia de DNA se ha identificado en los genes de las
defensinas-p (péptidos antimicrobianos de induccion) tanto en humanos como en Msectos,
perd parecen estar ausenfes en los genes de las defensinas-o almacenadas en los
granuios 21

Fungci

Para que se Jleve a cabo la actividad antimicrobiana de las defensinas y de otros
péptidos antimicrobiancs catibnicos se requiere de la intaraccidn del péptido catidnico con
los componentes aniénicos de las membranas lipidicas de las bacterias, virus, hongos 6
protozoarios. Esta atraccidn electrostatica inicial da como resultado la insercidn 6
penetracion del péptido en la membrana. Los péptidos con mayor carga positiva son Sa
10 veces s activos en contra de fas bacterias. Las propiedades bactericidas de los
péptidos anfipéticos, alfa-helicoidales (cecropinas, magaininas), ¥ con puentes disulfuro
(defensinas) se relacionan con su habilidad de ensamblaje en la membrana del
microorganismo para formar paros, que éste no es capaz de compensar por fo que el
gradiente de energia y de iones intracelulares se disipa. La muerte por lisis celular ocurre
en UNOS cuantos minutos, y depende de la concentracién det péptido antimicrobiano, **

La importanda fisiolégica de ias defensinas humanas B (hBD) se ilustra en los
estudios realizados en fibrosis quistica. En esta enfermedad hereditaria existe una
mutacidn del gen que codifica para un canal iénico en las vias aéreas. Como resultado de
esta alteracién, se aumenta la concentracion de iones en el moco del epitelio hiasta un
nivel en el que se inactiva las hBD, y por o tanto se vuelve susceptible a infecciones por
P. aeruginosa
i® i n

Harder v cols?® aislaron y purificaron péptidos antimicrobianos de la escama de
pacientes con psoriasis. Dedujeron la secuencia de amingdacidos del péptido precursor, que
consistia en 41 residuos que estaban precentes tanto en el péptido maduro como en fa
secuencia lider; esto sugirid que se trataba de un péphido secretado. La homologia mas
cercana fue con los péptidos antimicrobianos derivados de 1a traquea v 12 lengua de lo0s



hovinos, 105 cuales se producen en &l epitelio de éstos en respuesta a citocings
inflamatorias © al contacto con microorganismos. Denominaron @ este péptido como
defensina humanap2(hBD-2), la cual fue la segunda defensina identificada; & primera
{defensina humanap1- hBD-1-} fue descubierta en e ultrafiitrado sanguineo humano; se
produce principalmente por el epitetio def tbo genitourinano, v en menor grado de la
tréaques y 1as vias aéreas. Encontraron que la hBD-2 presentaba gran actividad bactericida
en contra de bacterias gram negativas (£ col, Pseudomonas aeruginosd) con una dosis
letaly, cerca de los 10pg/mi™; asi como en contra de ia levadura Candida albicans (dosis
letales de 25ulfmi®).  Pero sole encontraron un efecto bacteriostatico en contra de
Staphylococcys aureus, con una concentrecion tan alta como 100pg/mit.  Mediante la
determinacion semicuantitativa con retrotranscripcién y reaccidn en cadenz de la
potimerasa (RT-PCR) observaron una baja expresion det RNA mensajero (RNAm) de i
hBD-2 en fos queratinocitos derivados de la piet, pero al ser estimufados con &l factor de
necross tumoral alfa, se observd aumento en a expresion de la h8D-2, Este incremento
también se cormobord al estimular a los queratinocitos con bacterias gram positivas ¥
negativas, asf como €. albicans.

Mediante ' técnica de RT-PCR e hibridacion in sity, Faiconer A y cols™ identificaron
la expresion de fa hBD-1 y la hBD-2 en 23 muestras de piel normal. Se detecto el RNAm
de hBD-1 en 21 de 23 muestrag, v solo en 13 de 23 muestras para hBD-2, v en tres de
éstas la expresion fue débit. Con hibridacién it sity se demostrd fa expresitn suprabasal
de hRD-1, asi como inicialmente la identificaron Fuiton Cy cols™, en los queratinocitos
suprabzsales y en los conductos de fas glandulas sudoriparas en la dermis. Por otro lado
Milner SM y ools ¥ encontraron, mediante fa técnica de RT-PCR, solamente fa expresion
de hBD1 en la piel de ocho pacientes que habian sufrido quemaduras de espesor
completo.

IV, Descripcién del pie de atieta™

Las micosis superficiales permanecen como un problema de salud continuo. EStas
infecciones se producen principaimente por levaduras Como Candida albicans, especies de
Malassezia & por dermatofitos.

tas dermatofitosis afectan la piel v los anexos. Son micosis cosmopolitas que
predominan en zonas trepicales. En México se oheerva entre los diez primeros iugares de
fa consufta dermatoldgica. Afecta a individuos de cualquier edad, faza o 5exo, asi como
de cualquier medio socioecondmico u ocupacién. Segtin su localizacion se manifiestan por
afeccion pilar, engrosamientn ungueal, & por placas con eritema y descamacion con
bordes activas. Son de evoludion cronica, que puede & no ser pruriginasa. Clinicamente 5e
dlasifican en formas superficiales que incluyen fa tifia de la cabeza, tifia del cuerpo, tifia
imbricada, tifia inguinal, tifia de la mano, tifia de los pies, tifia de las ufias; v las formas
profundas incluyen a las dermatofitosis inflamatorias, querion de Celso, favus, tifa de la
barba, granuloma tricofitico, micetoma y enfermedad dermatofitica.

La incubacién en las dermatofitosis dura de dias a semanas, en promedio siete a
15 dias, las manifestaciones clinicas dependen de la localizacidn y de} agente causal.

El ple de atleta se ha utilizado para referirse a los padecimientos del pie
ocasionados por dermatofitos como la tifia de los pies, pero también para las
manifestaciones causadas por hongos como Candida Y Trichosporan. % | a tifia de los pies
es una micosis superficial, que guarda refacion estrecha con la humedad, el calor vy &



encierro propio del uso de zapatos, medias o calcetines de material sintético, s causada
por 7. rubrum, en ta mayoria de ios casos, T. mentagrophytes & E. floccosum; predoming
en varones adultos, pero también se observa en mujeres y pifios.  Afecta pliegues
interdigitales, plantas y bordes de los pies. Se manifiesta por escamas, Mmaceradon,
grietas, y fisuras, vesiculas y ampollas, escamas y 4reas de hiperqueratosis, 0 ulceraciones
y costras melicéricas. Puede extenderse a fos bordes del pie, a su cara dorsal, ¢ dar
formas en mocasin o en calcetin. La evoluddn es cronica, se acompafia de prurito y olov
fétido; cursa con exacerbaciones en épocas calurosas ¥ remisiones en épocas frias. Leyva
y colaboradores™ encontraron que de 1,023 pacientes diagnosticades como pie de atleta,
el 25.94% fue ocasionado por dermatofitos, el 5.70% por Candida y € 1.61% por otros
agentes ( Trichosporon sp, Rfodatorula Sp, Gagtrichum spy Cepahlosporium 5p.)

Los microorganismo causales de las dermatofitosis se llaman dermatofitos, hongos
gueratingfilos gue Timitan su presencia a estructuras que contienen querating, como pelos;
ufias y capa céimea. Se han identificadc 41 especies anamorfas, casi todas viven como
sapréfitos del suelo.  Pertenecen a los géneros Trichophyton, Microsporum Y
Epéidermophyton. En relacidn a su distribucitn ecolégica se dividen en geofilicos, zodfilos ¥
antropdfilos, segin su adaptacién en &l suelo, animales 6 humanos. B género
Trchophyton tiene microconidios abundantes, globosos & piriformes de 2 a4 umge
didmetro y escascs macroconidios de paredes delgadas, fusifomes o elongados de 4 a 8x
8 a S0uwm. La especie mas frecuente es T. rubvum, le sigug en importancia 7.
mentagrophytes que tienen multiples variedades. Las cepas antropdfilas se describen
como vellosas (7, mentagrophytes var interdigitale) y producen poca inflamacién vy las
zodfilas, como granulosas (7. mentagrophytes var mentagrophytes) oon inflamacidn
importante. Estdn en aumento las infecciones par 7. tonsuransy Son menos frecuentes 7.
violaceum, T. verrucasumy T, concentricum. €l género Microsporum se caracteriza por
macroconidios fusiformes de 7 a 20 x 30 a 60 um, con extremas afilados y paredes
gruesas y equinuladas, presentan de uno a 15 1oculos. La especie observada mas 2
menudo y més importante en este grupo €s M. canis que tiene dos variedades: distartum
y obesun. El génera Epidermophiylon sélo tiene una especie patdgena para seres
humanos, £ foccosum, que es antrofdfila y nunca afecta pelos de la cabeza, Se
caracteriza por macroconidios de 7 a 12 x 20 a 40um de didmetro, de paredes delgadas ¥
en forma de mazo o dlava con un extremo redondeado, no hay microconidios.

Los agentes causales de las candidosis son levaduras anacosporadas, cuyo estado
anamorfo pertenece a la subdivisién Deuteromycoting, y @ su estado teleomorfo  puede
ser Ascomycotina o Basidiomycotina, Se han descrito 81 especies, de las cuales al menos
siete causan enfermedades en seres humanos (C albicans, C. guilfermondi, C.
parapsitosis, C. kruseii, C. tropicalis, C. kefyr, C. stellatoided). El género Cendida en
sentido amplic es dimorfo. La mayor parte de ias levaduras se encuentran en piel sana,
excepto C. albicans y C. tropicalis, que se llegan a aislar de regién perianal, peribucal ¥
dedos. € albicans se ha dividido en varios biotipos, y por sus caracterfsticas antigénicas
en los serotipos Ay B.
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B. Patoaénesis

Como primer paso en la patogénesis de las infecciones cutaneas se requiere de la
capacidad del microorganismo infectante para superar los factores de resistencia fisica e
innata, favoreciends una adhesidn inidal, seguido de una competencia con la flora
microbiania normal v fa subsecuente colonizacidn de lag superficies cehulares, Estudios con
especies de Trichophyton han demostrado que la germinacion de las artroconidias en &
estrato cémeo son dependientes de varios factores.™  Posterior a la germinacicn, se
oresenta |2 penetracién de las hifas del estrato comeo & las capas profundas de la
epidermis, y éste se considera el paso critico de a iniciacion de la infeccion.”

Se han implicado como factores de virglencia 2 las proteinasas exiracelulares,
lipasas o enzimas rucoliticas producidas por los microcrganismas, Estas enzimas
participan en la obtencién de fos nutrientes esenciales vy ayudan al hongo para penetrar en
los tefidos profundos del huésped. Se ha demostrado que los dermatofitos praducen una
variedad de proteinasas, incluyendo queratinasas que facilitan fa pengtracion del tejido
queratinizado. En forma semejante se ha demostrado Ia produccién por C afbicans de
varias enzimas extracelulares, especiaimente proteinasas.®

1.2 adhesién de C. afbicans a las superficies celulares se ha atribuide a la presencia
de glucoproteinas que contienen mananos en la pared celular del hongo, ademas de la
presencia de tubos germinales que se han asodiado con mayor capacidad de invasion y
virulenda,”

Existen mecanismios para evadir la respuesta inmune del huésped dentro de los
que se incluyen la accidn de mananos que producen una reduccién en la inflamacion y 1a
fagocitosis. Ademds se ha observado en C afbicans expresa up fecepor iC3b,
compitiendo con el C3b utilizado por los polimorfonucleares.*

La defensa del huésped a estas infecciones compromete tanto la respuesta innata
como la adquirida. Proteinas del huésped como la transferrina y ¢l complemento
contribuyen a la resistencia mediante fa restriccién o la inhibicion de! crecimiento de los
microorganismos v son parte de la resistencia innata del huésped. 4 {as histatinas
salivales han demostrado accion inhibitoria para € albicans y pueden contribuir a 1a
resistencia en contra de la infeccion en la cavidad bucal  Por otro lado los
polimorfonudleares, la proliferacion celuter y Ta queratinizacién tienen un papel muy
importante en el inicio de la defensa del huésped mediante la restriccion del
microorganismo a las capas superficiales y promoviendo ia eliminacidn répida del hongo
det sitio de infeccion.™

También se ha demostrado que el ambiente hormonal juega un papel importante
en la patogénesis de fas infecciones cutdneas. Tanto C albicans como los dermatofitos
tienen proteinas citosdlicas de unidn hormona-especifica. Por lo menos tres proteinas de
& alticans se unen especificamente @ diversos ecteroides con gran afinidad v
esteroespecificidad. Una sola proteina se une con la corticosterona y fa progesterena con
iqual afinidad, mientras que el 17Pestradiol, [a hormona luteinizante (LH) vy I8
gonadotropina coriénica humana se unen a otras protelnas especificas. Se ha propuesto
como factor predisponente en las mujeres embarazadas ia estimulacién para la formacion
del tubo germinativo por estradiol y LH en las candidosis vaginales, La respuesta funcional
a las hormonzs es el incremento en el crecimiento y en la adhesion 3 ias células
epitetiales.®

La superficie cutinea representa una barrera para la invasidn de dermatofitos,
debido a que la exposicion a radiacién uitravicleta, la baja humedad y la competencia con
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ia microfiora normal de 1a piel proves un ambiente nostil para el crecimiento fingico. El
estrato cémeo por sf mismo actiia como barrers, debido & que constantemente estd en
renovacion mediante la proliferacion epidérmicz v fa queratinizacion. Los queratinocitos
en la periferia de las dermatofitosis anulares presentan un incremento en el grado de
divisién celular.® El desecho y el reemplazo dei estrato comeo dificulta la penetracion a
estratos més profundos de la piel. Por otro lado la piel ¥ los anexos producen diversas
sustancias con actividad antifiingica. Los lipidos en et pelo de los adultes contienen acidcs
grasos saturados que son aftamente efectivos en contra de los organismos causantes de
tinea capitis, las esfingostnas se han caracterizado como una barrera antimicrobiana en fa
piel.®  La transferrina insaturada puede prevenir 1a invasién de los dermatofitos por ia
competencia por hierro en 1as capas mé&s profundas de la piel.

Existe una relacin inversa entre &l grado de inflamacion que se praduce en las
micosis superficiales y la duracién de ésta. En general ias tifias producidas por 7. rubrum
son menos inflamatorias, pere mas cronicas. Al estudio microscdpico se observan cimulos
de neutrofilos en las lesiones agudas, y mononucleares en las cronicas. Parece ser que fa
inflamacén estimula la proliferacion epidérmica, que sé corrobora &l observar la
hiperqueratosis y fa paraqueratosis. 1as células inflamatorias son atraidas al sitic de la
infeccion por varios mecanismos. Los dermatofitos han demostrado ser capaces de activar
{a cascada del complemento produciendo factores quimiotacticos. Se ha demostrado gue
T. rubrum destruye e suero con actividad quimictactica®, por el oo lado 7.
mentagrophytes fibera factores guimiotacticos de bajo peso molecular anélogos a los que
producen fas bacterias. También los queratinocitos producen factores como Ii-8 y
leucotrieno B4 en respuesta a estimulos adecuados.™

{os neutrdfilos y los macréfagos juegan un papel imporiante en {a defensa en
contra de las infecciones micéticas superficiales. Los neutrdfifos producen oxidantes
microbicidas como los aniones superdxido, el peroxido de hidrégeno, Scido hipocloroso, asi
como componentes granulares no oxidativos Como las catepsinas, defensinas, fa proteina
que incrementa la permeabilidad y Ia actividad bactericida, lactoferrinas, lisozimas,
elastasas y azuricidinas.*s Los macrdfagos producen radicales libres y éxido nitrico para
inhibir el crecimiento del hongo. Adn se siguen investigando los elementos de la
respuesta inmune cutanea.
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Planteamiento del problema

¢Se expresa la defensina humana p2 en el pie de atleta?

Justificacion

1. Aportar nuevos conceptos en la patogénesis del pie de atteta:
a. La inmunidad innata como meganismo de defensa fundamental en la epidermis
para controlar el desarrolio del pie de atleta.
i La expresion inducible de fa hBD-2, como péptido antimicrobiana, en el pie de
atleta.
it La hiD-2 como parte de la inmunidad innata y su relacion con los dermatofitos,
vi6 Candida.

2. Justificar la investigacion sobre nugvas estrategias terapéuticas.

a. Induccion en la expresion de la hBD-2, como péptido antimicrobiano de la
inmunidad innata, en contra los patdgenos implicados en & pie de atleta.
b. Produccién de la hBD-2 para aplicacion tpica.

3. Establecer pautas para nuevos estudios como hibridacién #7 sity, y poder determinar
el sitioc de actién de las defensinas en la piel de pacientes con infeccidn por
dermatofitos, y/¢ Candida.

4, Dirigir la investigacion de los mecanismos de accin especificos de la hBD-2 en contra
de los patdgenos del pie de atleta.

Objetivas primarios

1. Determinar [2 expresién de la hBD-2 mediante técnica de RT-PCR, en la piel de
pacientes con pie de atleta.
2. Comparar la expresién de la hBD-2 en la pie! afectada y Iz piel sana.

Objetivos secundarios
1. Determinar 105 agentes causales del pie de atleta.

2. Determinar st existe alguna relacion entre el agente causal ¥ la expresién de ia
hBD-2,
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Disefio

Disefio del

Estudio abierto de escrutinio, observacional, comparative Y de corte transversal, en
el que los sujetos que cumplieron con los criterios de inclusién y superaron fos de
exciusién, fueron invitados a participar de mangra voluntaria,

Material y métodos

Pobiacién de estudio

Los pacientes elegibles fueron seleccionados en forma secuencial a la consulta
externa del Departamento de Dermatologia dei Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gorzdiez” con el disgnostico clinico de pie de atieta.

Tamafio de la muestra

Debido 2 que es un estudio original de escrutinio y no existen antecedentes o
investigaciones previas similares que sirvan como modelo, no existen fundamentos para
hacer un cileulo del tamafio de una muestra representativa que permita hacer inferentias
de los resultados. Por lo tanto se seleccionaron 15 pacientes consecutivos (30 biopsias)
que reunieron los criterios de inclusién.

Sa incluyeron los pacientes que reunfan fos siguientes Criterios:

1. Paclentes adultos (18 a 65 afios de edad).

2. Con el diagndstico clinico y microbioligico de pie de atleta.

3. Todos aquellos pacientes gue hayan aceprado participar en el estudio y que hayan
firmado la carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

i. Pacientes gque cursen con otras enfermedades que modifiguen la respuesta
inmunitaria:
a. diabetes mellitus
b. colagenopatias
¢. inmunodepresién (neoplasia, transolante, VIH, farmacos)

2. Padentes con tratamiento antimicduce o antiinflamatonio tépico y/o sistémico en {as 2
samanas previas a su ingreso.
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Consideracicnes éticas

“Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la
Ley General de la Salud en Materia de Investigacion para la salud que se inciuye en el
titulo 2° capitulo I del articulo 17: investigacién de riesgo minimo.”

Variables

Independientes: edad y sexo, manifestaciones dlinicas, extension de la dermatosis,

patologia agregada.
Dependientes: expresién de la defensina humana B2.

Parametros de medicidn

1. La expresién de la defensina humana B2 se define como positiva cuando se encuentre
una banda en el gel de agarosa que se localice en 255 pares de base.

Recursos

1. Recursos Humanos

Investigador principal:

Marcela Saeb Lima

Residente del tercer afic del departamento de dermatologia
Investigador responsable:

Roberto Arenas Guzman
Jefe Seccidn de Micologla Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez
Colaboradores:

Quirnica Gisela Cabrera

Bidlogo Gabriel Sandoval

Bidloga Ana Vega

Departamento de Investigacion de Alergia e Inmunologia

Dr. Luis Manue! Teran

Jefe det Departamento de Investigacion de Alergia e Inmunologia
Dr. Gustavo Reyes-Teran
Jefe de la Seccién de Investigacion en la patogénesis dei SIDA
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
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2, Recyrsos Materiaies

Presupu ! pr io de investigacion™®
Descripcion Precio unitaric délares Cantidad
Tubes eppendorf microcentrifuge 135.00 1
0.25 mtend type PK/1000 cole-parmer
0.5 mi PK/S00 cole-parmer 55.00 1
Trizol reagent 200 mi GIBCO 300.00 1
Oligonucleotids HBD-2 (21 pair bases) 63.8G 3
Qligo{l¥T) 12 a 18 primers 25u0 65.00 1
DATP 25 umol 72.00 1
DCTP 25pmol 72.00 1
DGTP 25umol 12.00 1
DTTP 25umol 72.00 1
Minimum essential medium 500mi 21.00 1
DhiAse amplification grade 100UL 81.00 1
10 mM dNTP MEX 100pmol 65.00 1
“Thermo script RT-PCR system 25 reac 138.00 1
Thermo script RT-PCR system 500U 162.00 1
Superscript RNAse reverse franscriptase 200.00 1
Oligonucleatid OL26 26 pair bases 43.40 1
Celda con tapa cuadrada 1 pza 200.00 1
Guantes chicos PK/100 65.00 1
Tubos 0.5ml graduados MCA Labsen 28.00 1
Bolsa 1000
Strat cooler de mesa para 24 tubos 1.5mi 290.00 1
Expand T™ high fidefity PCR system 1000.00 1
Random hexamer primers 66.00 1
6 PAQ amplitag W/10X bufferll 777.48 1
Cloroform F 500 ml 60.00 1
Puntas para micropipeta de polipropilenc 55.00 1
Finnipipette digital FOL 200-1000UL 40.00 i
puntas universales amatillas (bolsa 1000pzas) 10.00 1

Total 4209.20

*Prosupitesto otorgado por  Janssen-Cilag México a beneficio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, sede en 1a cual se levd a cabo el protocolo de investigacién.



Técnicas

Obtencién de las muestras microbioldgicas

Se realizé examen directo de las lesiones mediante la técnica de raspado con io
que se obtuvo escama de la piel afectada. Se colocd la escama en un portaobjetos, y se
aplicé hidréxido de potasio con dimetilsuiféxido y negro de dorazol. Con ta observacion
microscopica de la escama se determind como examen positivo cuande se ohservaron
filamentos largos O tabicados y artrosporados, levaduras y/6 filamentos. Se sembrd el
agente causal en medio de cultivo de Sabouraud con antibidtico y/6 Sabouraud para aislar
el patdgeno. Una vez cuitivado se identifico 1a especie por & estudio macroscpico de la
colonia y su correspondiente examen microscopico. (figura 1)

Obtencion_de las biopsias

Previa asepsia del drea con alcohal, se infiltrd 0.5 mi de anestésico (xilocaina con 0
sin epinefrina al 2% segin la region anatémica), con una jeringa de insufina.
Posteriormente se colocd un campo estéril, y se procedio a la toma de la biopsia de
espesor parcial con sacabocado de 3.5 mm, tanto de la piel afectada como de la piel sana
de la extremidad ipsilateral. Se aplicé al defecto una solucidn de cloruro de aluminio al
50% como hemostatico y posteriormente petroiato soiido. Se cubrid con una gasa estéril,
y se sujetd con microporo. Se indicé al paciente que realizara curaciones de los sitios de
biopsia diariamente, con agua oxigenada y petrolato solido. (figura 2)
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Transporte y almacenamiento

Una vez obtenida la muestra de piel se introdujo en viales Eppendorf® cont 1 ml de
medio de transporte minimo esendial (MEM, BioConcept, Freiburg). Se congeld la muestra
inmediatamente a —70°C, (figura 3)

Extraccion de RNA de tefido

Se agregd inicialmente 1.0 ml de TRIzol (Gibco-BRL) mas 200yl de cloroformo, se
agité en vortex y se mantuvo a temperatura ambiente por 3 minutos. Se centrifugd a
9750 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante y se precipité con
500ul de isopropanol. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
volvié a centrifugar a 9750 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante
y se agreg6 1.0 ml de etanol al 75% con agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) al
0.2%. Se centrifugd durante 5 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se dejo
secar. Se resuspendid el RNA en agua tratada con DEPC al 0.2% y se midio por
densitometria optica a 260 y 280nm. (figura 4)
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Técnica de RT-PCR

Se utilizé 1pg de RNA (extraido de! tejido), y se agregaron 3ul de una mezcla de
DMAsa. Se incub® la mezcla, a temperatura ambiente durante 15 MINULOS. Se agregaron
1541 da EDTA, con la finalided de neutralizar a la DNAsa. Se incubd a 65°C durante 10
minutos, y posteriormente se mezcl6 con 1.0 W de ofigodT, que se incubd nuevamente a
70°C por 10 minutes. Se agrégaron 4yl de buffer 5%, 2pl de DTT, 1.0 ul de dNTPs
(dinuciedtido de trifosfoato). Se incubd & 42°C durante 2 minutos. Finalmente se agregd
1.0 ¢l de la enzima superscripil. Se colocéd la muestra en &t termocidador con €
siguiente programa: S0 minutos a 42°Cy 15 minutos a 70°C.

Téenica de PCR

Se utilizaron 5ul de cDNA més 100 pmol de cada uno de los primers (hBD-2: 57~
GGA GCC CIT TCT GAA TCC GCA-3" y 57- CCA GCC ATC AGC CAT GAG GGT-3"), para
producir segmentos de 255 pares de bases, Posteriormerntte se agregaron 1.0 pl de cada
uno de los dNTPs (JATP, dTTP, dGTP, dCTP), buffer 10X, doruro de magnesio (Mg} v
1.0 yl de la enzima polimerasa (Expand). Para completar un volumen total de 25 pl se
agregd agua destilada con DEPC.  Se utilizd como contro! ia amplificacion de la enzima
glicercaldehido 3-fosfatodeshidrogenasa con los siguientes primers: 5°- CCA GCC GAG
CCA CAT €GC TC -3" y 5°- ATG AGC CCC AGC CTT CTC CAY ~3', produdendo
segmentos de 360 pares de Dases.

Electroforedis

En un gel de agarosa al 2% se introdujeron las miestras obtenidas de la técnica
de PCR, y se dejaron correr durante 30 a 40 minutos con una carga de 100V.
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Resultados

1. Pacientes

Se incluyeron 15 pacientes, de los cuales 9 fueron del sexo masculino v 6 del sexo
fernenino; con un rango de edad de 18 a 57 afios y con un promedio de 38.13 afios.
Doce pacientes (80%) eran residentes del Distrito Federal, un paciente de Motelos, Estado
de México y Guadalajara, respectivamente. (Tabla 1)

Paciente edad sexo Evolucién Topografia Examen Cutiivo det  RT-PCR
directo pie
1 44 femenino  15afics plantas, interdigital  fis neg neg
1prima neg
2 54 masculino imes planias, interdigital  fils neg neg
atrosporados
2prima neg
3 44 mascuiino 1 afio plantas, interdigital  fils Geotrichum  neg
3 prima neg
4 24 masculino 7afios plantas, interdigital  fils neg neg
4 prima neg
5 36 masculino desconoce plantas neg Candida sp neg
5 prima neg
6 52 masculine 7meses  plantas fils neg neg
6 prima neg
7 41 masculine 3meses  plantas, interdigital  fils T rubrum  neg
7 prima neg
8 43 femenino  3afios plantas, interdigital  fils neg neg
8 prima neg
9 39 femenino  3afics planta pie der fils neg neg
9 prima neg
10 18 masculino Bmeses  plantas, interdigital  fils Candidasp neg
10 prima neq
11 43 masculino 15dias plantas, interdigital  fils Candida sp neg
11 prima neg
12 57 masculino 5anos plantas, interdigital  fils Candidasp neg
12 prima neg
13 19 femenine 7meses  plantader interdigital fils T. rubrum posifivo
13 prima neg
14 28 femenino  15dias plantas fils Candida neg
afbicans
14 prima neg
15 20 femenino  3anos plantas, wterdigital  fils Georichum/  neg
Candida sp
15 prima neg

Tabla 1. Presentacion de los casos y controles, denominados con el nimero y la palabra
prita. Ev esta tabla ohservamos la relacién de datos entre los pacientes y entre 105 casos
y controles.

2. Diagngsticos
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2. Diagnasticos

Todos los padientes fueron derivados a la seccion de Micologia con el diagndstico de
pie de atleta, y de éstos el 93.33% presentaron concomitantemente onicomicosis. H
73.33% de los pacientes presentd invoiucro de la region plantar y el rea interdigital,
mientras que el 26.67% solamente de la regién plantar. En el 100% de los pacientes
morfolégicamente habia evidencia clinica de eritema y escama, en el 46.66% costras
hemdticas, en el 20% vesiculas, en el 13.33% liquenificacion, y en et 73.33% queratosis.
La evolucién del pie de atleta fluctuaba entre los 15 dias a 15 afios. El 66.66%
presentaba prurito. (figura 5)

3. Examen directo

En todos los pacientes se observaron filamentos en el examen directo.

4, Resultado del cultiva

El 60% de los cultivos fueron negativos, y del 40% que resultaron positivos el agente
causal en e 22.22% fue Trichophyton rubrum, €l 55.5% Candida sp, & 11.11% C
albicans, el 22.22% Geotrichum. (€] total no suma 100% ya que en uno de los cultivos se
aislé flora mixta de Geotrichumy Candida sp)- {figura 6)

Candida sp 7. rubrum
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5. ccidn del RNA de las muestras de los ca controles
Paciente RNA microgramos /Smicrolitros
1 0.864
iprima 1.044
2 3.816
2 prima 7.884
3 0.504
3 prima 8.612
4 0.612
4 prima 0.396
5 3.204
5 prima 1.872
6 36.72
§ prima 23.796
7 23.i78
7 prima 29.938
8 28.044
% prima 26.028
9 7.668
9 prima 6.228
10 4.788
10 prima 7416
11 1.188
11 prima 0.72
12 126
12 prima 2.808
13 314
13 prima 24.444
14 1.08
14 piima 1.26
15 1.44
15 prima 0.408

Tabia 11. Se muestra en esta tabla €l valor en microgramas por 9 microlitros de RNAmM que
fue extraido de ambas muestras del tejido. Se puede ohservar que en algunos casos la
cantidad de RNAm era menor a un microgramo, por lo que se utilizd e volumen total, en
los otros se calculé el volumen para utilizar en el RT-PCR un microgramo.
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6. Fxpresion de hBO-2

En ningln paciente se detecté la banda de la hBD-2, excepto en un paciente
femenino de 19 afios de edad, quien presentaba un solo pie afectado, por 7. subrum, con
una evolucion de 7 meses, y quien no habia recibido atemientos previamente. La
muestra control de este paciente, al igual que en el resto de los pacientes fue negativa.
(figura 7}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500
360 |
255

Figura 7. Se muestra solamente la evidencia de la GADPH de 360 pares de bases, y no
existe evidencia de la banda de la HBD-2 de 255 pares de bases, excepto en el caso no.
13, que se observa una banda muy ténue. LoS nimeros superiores corresponden a 1os
casos con su correspondiente banda del control.
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Discusion

Dehido a que las micosis superficiales ocupan uno de ios diez primeros hugares de fa
consulta dermatolégica, es de especial interds poder determinar los faciores que se
involucran en la patogénesis de éstas, y que mantienen a estas enfermedades con na
elevada prevalencia. ES bien sabido que afectan a individuas de cualguier edad, raza o
sax0, asl como de cualduier medio socioecondmico u ocupacién. Cinicamente se clasifican
en formas superficiales que incluyen 1a tifia de la cabeza, tifia del cuerpo, tifia imbricada,
tifia inguinal, tiia de ta mano, tifia de los pies (pie de atleta), tifia de las uhas,

El t&rmino de pie de atieta, se ha utilizado para referirse a los padecimientos del pie
ocasionadospordenna'wﬁtosmotaﬁﬁadelospm,pemtambién para las
manifestaciones causadas por hongos como Candiday Trichosporon. % a tifia de los pies
a5 una micosis superficial, que guarda refacién estrecha con ia humedad, el calor y el
encierro propio del uso de zapatos, medias o caloetines de material sintélico, Bs cousada
por T. rubrum, en ia mayoria de los casos, 7. mentagrophytes 6 £ foccasuny, predoming
en varones aduitos, pero también se observa en mujeres y nifios.  Afeda pliegues
interdigitales, plantas y bordes de fos pies. Se manifiesta por escamas, maceracion,
grietas, y fisuras, vesiculas y ampolias, escamas y &reas de hiperqueratosis, 6 ulceraciones
y costras melicéricas. Puede extenderse a los bordes det pie, a su cara dorsal, & dar
formas en mocasin 0 en calcetin, La evolucidn es crénica, se acompafia de prurito y olor
fitido; curss con exacerbaciones en €pocas calurosas y remisianes en épocas frias. A
pesar de que se reporta ampliamente en la iiteratura® que e agente causal mds
frecuentemente encontrado es 7. subrum, en estos 15 pacientes hubo un predaminio de
Candida sp (5 casos), y solo en 2 casos T. rubrum. ES probable que este aparente
predominio de Candidz se deba a la muestra tan pequefa, o este dato puede no ser
fidedigno, ya que & examen directo fue negativo en el 60% de los cascs, y solo se
recobr el agente causal en el 40%, dato que concuerda con aislamientos previos en e
servicio. ¥ Por ser una poblacién tan pequefia no podemos afimar que exista un cambio
en fa frecuencia del agente etioldgico del pie de atieta, solamente consideramas este dato
valioso en el sentido que la flora microbioldgica det pie de atiela es mixta y no podemos
asegurar con el cuadro dinico, para todos o5 casos &l diagndstico de tifia de los pies.

Coriocemos los agentes etiolégicos del pie de atleta, pero poco sobre su
interaccidn con la superficle cutdnea, la cual representa una barrera para {a invasién de
dermatofitos, debido a que provee un ambiente hostil para el crecimiento fingico. Esta
caro que el estrato cémeo por si mismo actls como barrera, debido a que
constantemente estd en renovadén  mediante fa proliferacién  epidérmica vy [a
gueratinizacién.® Por otro lado la piel y los anexos producen diversas sustancias con
actividad antifingics; por ejemplo los lipidos en ¢f pelo de los adultos contienen acidos
grasos saturados que son altamente efectivos en contra de fos Organismos tausantes de
tinea capitis; por otra parte, las esfingosinas se han caracterizado como una barrera
antimicrobiana en la piel.®  La transferrina insaturada puede prevenir la invasitn de los
dermatofitos por la competencia por hierro en las capas mas profundas de la piel. Todo
astos factores forman  parte de la inmunidad innata, a la que corresponden también  fas
defensinas humanas. Estas se incuyen dentro del grupo de los péptidos antimicrobianos
catidnicos, que presentan una conformadon de una hoja beta, con sais cisteinas y tres
puentes disutfuro. Estén enrigueddos con residuos de arginina y ¥ising, fo que les da una
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carga positiva @ pH neutro. Son solubles en agua o en ura solucidn salina y son
resistentes 5 la desnaturalizacion por calor, Son activas en concentraciones bajas de sal e
inactivas a foncentracionses aitas de ésta.  Existen dos grupos, las defensinas-a y
defensinas-p, stendo estas (timas de mayor tamafio. Su actividad antimicrobiana requiere
de ia interaccion del péptido catiénico con los componentes aniénicos de las membranas
lipidicas de las bacterias, virus, hongos 6 protozoerios. % 3 muerte por lisis celular ocurre
en unos cuantos minutos, ¥ depende de fa concentracién def péptide antimicrobiano. i
Hader y cols demostraron la presencia de Ja hBD-2 en lz piel de pacientes con psoriasis,
asi mismo se determing mediante fa técnica de RT-PCR que 1a expresion de esta proteina
s inducble ya que observaron una bija expresidn del RNA mensajere (RNAm) en los
queratinocitos derivados de la piel, pero al ser estimulados con o factor de necrosis
tusnoral alfa, se observe aumento en la expresion de la hBD-2. Este incremento también
se corrobord al estimular a los queratinocitos con bacterias gram positivas y neggtivas, asi
como C albicans®  De forma experimental intentamos mediante la misma técnica
determinar fa expresion de la hBD-2 en el pie de atleta, gue como ya hemos observado no
s causado tnicamente por dermatofitas sino por Candida y THchasporon, En el primer
estudlio realizado con muestras de pacientes obtenidas tanto de fas iesiones como de k&
piel sana, no logramos detectar la expresién de la hBD-2, excepto én un paciente
famenine de 19 afios de edad, con tifia de los pies producido por 7. rubrum, que
corresponde al 6% (1 caso) de todos los casos,

Estos resultados nos flevan a formuler varias hipiesis: es probable que Ia
poblacién que se encuentra afectada por alguna micosis superficial no induzca la
expresion de la RBD-2 y por este mecanismo se favorezca el desarrofio de tos hongas, ¥ la
persistencia a través del tiempo. Se ha determinatio 1a estrecha relacion que presentan
as defensinas beta-con el HLA de 1a dlase II DR2 y DR4¥ para su expresion, y es probable
que exista alguna alteracion de esta relacidn en estos pacientes. Para demostrar esto
podriamos fomar como poblacidn cautiva, aquelios pacientes que presentan la tifia
imbricada o fokefau, que s una micosis superficial causada por un solo agente etioldgico,
7. corcentricum, y que se presenta en determinadas zonas geogréficas y grupos énicos,
en los que se supone exista una predisposicidn genética. Se caracteniza por ser la mas
geca v superficial de las tifias y presenta escamas que se adhieren por uno-de sus bordes,
muestran disposicién concéntrica y adoptan aspecto de encaje.®

Es probable también que no se demostrara la expresion de la hBD-2, debido a que
no estimulamos a los queratinocitos de fas muestras obtenidas de los pacientes, con et
factor de necrosis tumoral alfa o con IL-1p, como en el estudio original®®, sino que
directamente buscamos ia expresidn /7 vivo de la hBD-2. Este procedimiento, a pesar de
que seria altamente especifico para la bisqueda de la hBD-2, podria modificar los
resultados de un primer estudio experimental al no demostrar sl directarente los hongos
gue producen el pie de atieta tienen la capacidad de inducir la expresion de este péptido
antimicrobiane.

Por otro lado podemos suponer que las diversas especies aisladas de estos
pacientes, no poseen la capacidad de inducir la expresidn de las defensinas, ¥ habria que
observar la expresién megdiante ia estimulacién de queratinodtos en cultivo con dichos
agentes causales y con ofros de géneros diferentes.

A pesar de que la técnica de ELISA o Southern Blot probablemente determinarian
con mayor sencillez la presencia de hBD-2, actuzimente la técnica de RT-PCR es la
herramienta que e encuentra establecida para los parametros de la hBD-2 (temperatura,
concentracién de magnesio, concentracién del cONA, etc). Asi también es la técnica que
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nos permite determinar a partir de un tejido si se esta sintetizando & RNAm que de orfgen
al péptido que queremos estudiar. Por lo que consideramos que en este protocolo de
investigacion que no se habia realizado previamente, es ia técnica indicada.

A pesar de que el estudio no demosiré la presencia de la hBD-2 en ¢! pie de atieta,
estos resultados generan nuevas hipStesis en e  estudio de las defensinas y en la
patogénesis de las micosis superficiales; que a pesar de la alta prevalencia de éstas,
conocemos poco fa fisiopatologia. Considerariamos inclusive que en la actualidad, las
modalidades terapéuticas se modifiquen por estimuladores de fa respuesta inmune knata,
o especificamente por 18 aplicacién de un péptido con actividad antif(ingica, como ocurre
con la proteina bactericida que aumenta la permeabllidad (BPI), que actualmente produice
Ia Corporacién XOMA (Berkeley, CA) con €l nombre comerdal de Mytoprex™, [a cual tiene
la capacidad de matar ciertas bactesias, neutralizar endotoxinas y que tener ciert
actividad antifiingica.

Conclusion

En los titimios afios se ha realizado gran investigacion en los mecanismos de
defensa cuténea que involucra a ta inmunidad innata. Si bien no s un solo mecanismo e
responsable de prevenir las infecciones, Sino la interaccion de varios factores, cue
responden répidamente a la invasién de microorganismas y previenen la colonizacidn y
multiplicacion. Resulta de gran trascendencia seguir una linea de investigacién sobre ia
respuesta inmune innata y su relacion con citocinas, quimocinas y 1a respuesta inmune
adaptativa. Recientemente se publict la interaccién entre fa defensina humana beta y el
receptor CCRS, de las quimodinas, en las céiulas dendriticas inmaduras y tas células T de
memoria, lo que supone que estas defensinas pueden promover ia respuesta inmune
adaptativa mediante el reclutamiento de las céilas T a los sitios de invasidn por
microorganismos.”
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ANEXO 1
Hoja de captura de datos
No. de paciente: ~--r-r-=- -
Fecha de ingreso:
Nombre del paciente:
Edad: - e R Y I/ - |
Qcupacion:
Domicilio:
Teléfono:

Topografia de la micosis superficial:

Morfologia:

Evolucin:

Examen directo:

Cultivo:

Examen microsedpico del cultivo:

RT-PCR
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ANEXQ 2

Carta de consentimiento informada

Por medic de este conducto expreso que he sido informado {a) de manera
complets y clara para participar en el estudio; Determinacién de I3 expresion de la
defansina humana 2 en ¢l pie de atieta mediante la técnica de refrotransc iOn
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Yo doy voluntariamente mi consentimiento para participar y he recibido una copia
firmada de esta forma de consentimiento,

Pueda rehusarme a participar o abandonar el estudio en cualquier momento
durante toda su duracién sin penalizacion 6 pérdida de a atencidn médica.

Estoy de acuerdo en que se tomen fragmentos de piel para & estudio, y esioy
consiente que 1os riesgos de este procedimiento son minimas.

Podré preguntar y seré informado (a) sobre los resultados de este esiudio.

Este estudio tiene como meta contribuir al conocimiento sobre las infecciones por
hongos en la piel;  las cusles son causa Fecuente de la consulta dermatolégica, vy
producen un costo alto para ef tratamiento, por las recaidas y 'a dificultad para eliminar al
hongo.

Acepto participar en el estudio Testigo
Nombre y firma del paciente Nombre y firma
Testigo

Nombre y firma
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