UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL
PACIENTE CON ACTINOMICETOMA

TESIS

(que presenta

LUIS JAVIER MENDEZ TOVAR

Para obtener el grado de

Doctor en Ciencias Biomédicas

Tutor académico

Dr. Francisco VEGA LOPEZ

Comité tutoral

Dr. Francisco VEGA LOPEZ
Dr. Rubén LOPEZ MARTINEZ
Dr. Roberto KRETSCHMER SCHMID

México, 2005

M 342388



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

Contenido T TSNP |
[6dice de FBUIAS TOUAMIOS ..ovssimisimsisnisismnesisssviusisninssbsmsssmminsosabbmsarsssnsimissssssssppmsvssasson . Vil
RUUGHOEIDIIAIDE =~ ccicmcadmmitataias bk mesis sl i e e viil
Resumen I, . -
Abstract sk el T M, e i b et S e o e e T
LIS OEEPIERBtIIAY =~ cinnsaastmessitirenstotonsadsimtniidensitssbioe s sbivasss s iirns v AL TSRS xi

1.1. CONCEPTO
1.2. HISTORIA

IS SPIEMIOEOCIA.  sommsrnansssmmsrasaEs eSSy 8
133 DistiibuciOn GEOBRRMAGE uisiismmmsmssssioms st ietavesrisindasssasssiomismisomaesbnss 6
- CORBBBIONR susmsrrimiss TR s eeTs 1A
L BRI csocarnssopsssnossnsssoims e mmspoms s s om s A s e S RS 11

1.4. DESARROLLO DEL ACTINOMICETOMA  ....cccooviiminicncinnnscsesnnseseinrnes. 13
L4 Mecanmismo deDIeteiOn. . osnsnwnmsmasismimsmssnsisissmsmssmpmnms: 19

1.4.2. Periodo de inCODACION  ........ccoiiremmnmssnrrmsmvrmmssssssrrapmssssssspsssissassansssessssssssss. 1o

1.5.3. Localizacion corporal de las lesiones  ..............c.coccoceiviiiiiivcccincccieen. 18

1.4.4. Aspecto de las lesiones y aentes  ..........ccccocvconisonerssmsnnsesssssassssssasssnevsnsssnsss 20
LG L NIBGFIIAEII.. covinm sttt ottt )

O e R TR .0

L dd3. A pelletieli ..onceonmsmmenmicnsmossrassasaimsysisissisvssisirsien Sl

1485 SOMANEIBIR ovwoitonsomsismmiissb st i S e s s iab RS B TR 22

1.44.5. Micetomas catsados POTHONEES cciipssssqoinsasypssisasisssmsansaisssnssasss Gl

L.5. FISIOPATOGENIA DEL MICETOMA ... ssesssssssessssnenenes. 24
1.5.1. Factores relacionados con el hospedero  ........c.ccccvvvivvviiiiniiciiinnninnnn.. 24
135:1:1, HormMonas YIMICRIOME siussssmmmsmsimisnsiisnnissssiiieninaaiims 28

1:5.1.2; Innunidad Y IMICEtOMIA. cossismassmmssrescssissmerissmsssssssassassioseasiss 20

LS 2.1 Inmmidad i0nai.  auacisainieasnsanssiisaansesisa, o0

1.5.1.2.2. Inmunidad adaptativa ks AR,

L2 FaCtoYes JeL BEEIER: .oiicc.cciimeirmavmmsssmasmmasrvnishssssupvessssrssmbivsissnisss. 1)

1:0:3: Factores ambIentAles . isancvisinsmiaiimmmusiarprssismissieieiisasien 30

1.6. AGENTES ETIOLOGICOS oo s ssesesseereseeenreenenenns 38
L1 BRMEIAE bttt hbe i N st s tassant.
1.6.1.1. Nocardia brasiliensis RS

L6122 N, a5teroides (BompPlBIB). soaismnmnminisinvmmhivsiosnisis s 37



1.6.1.3. N. otitidiscaviarum v 38
1.6.1.4. Actinomadura madurae .. 38
1.6.1.5. A. pelletieri e -
1.6.1.6. Streptomyces somaliensis T\
1.6.2. Hongos causantes de micetoma e 41
1.6.2.1. Madurella mycetomatis R R e (O
LOZ2 M BeE  samvupmnucilipommmmmss i e i m i e 43
1.6.2.3. Exophiala jeanselmei . 43
1.6.2.4. Acremonium spp. . 44
1.6.2.5. Leptosphaeria senegalensis S

1.6.2.6. Pyrenochaeta romeroi

. 44

1.6.2.7. Scedosporium apiospermum . 44
1.7. DIAGNOSTICO . 46
LTLLAboralonio ooususmcnviisansssiisisisisimmieiiiiimemis i 46
L1 BRametviteill’ s s s A s s 46
Lolelat CUIEING dnaimissmv s e e e R i e R e s es 46
L2 HIMOIOEIE oot veiivaatsmsiavios 48
Ll IRIUMEONOIRE. oosnnosonmmoiuionmsaiuso s v 5 o A 5 A A R SRS 5 53
L8 TRATAMIENTO cuinmionisuimmsimemsieotmsssss s imss s s sisessos s s aiassisnn 54
1.8.1. Actinomicetoma siagina D
1.8.2. Eumicetoma . 56
PARTE 2. INVESTIGACION
2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA wor S
R 0 —— 57
2.3. OBJETIVOS - 8
2.3.1. General Ty |
2.3.2. Objetivos partlculares . 38
2.4. DISENO DEL ESTUDIO soanes 10
2.4.1. Tipo de estudio oy
2.4.2. Estudio de la respuesta inmune celular .................................................. 59
2.4.2.1. Pacientes y controles
A D LT POCIOHIES. cisicomissssivnsimssins s it s 59
2.4.2.1.2. Controles . 59
2.4.2.2. Material
2.4.2.2.1. Antigenos i, B9
2.4.2.2.2. Mitégenos s 08

iii



2.4.2.3. Obtencién de antigeno crudo de N. brasiliensis ('NB) esiaiigis G0
2.4.2 4. Obtencién de fracciones de NB s s s (G C)
2.4.2.5. Intradermorreacciones e 02

2.4.2.6. Ensayos de proliferaciéon celular R R

. 62

2.4.2.7. Determinacion de niveles de citocinas SEPAIENEE SO - .

2.4.3. Estudio de la respuesta inmune humoral ..., 63
2.4.3.1. Pacientes y controles TP T T ST PR .

D TT PIBRIBAL. scimnmivininies snte s Swosssssi do vt b v ai S A e TR 64

220 ANHEENES  waisaviseasimammmmaa IR e 64

24.24. ProcediMentol  ..oiososnimssasmmisiiasiismiss i ssmsssmimsmonesaing 66

2o, MEL00Os CEIAISHICNR.  .oiiouiammmmmsimsmsmssi i saes e b oD ST s AR e 67

PARTE 3. RESULTADOS
FLANTICEROS: s s s o 68
3.2. INTRADERMORREACCIONES ......ccocoiiiiiiimnneerinnneerinsnisnessissssssssessssssssssessassesses 69
33. PROLIFERACION CELULAR.  ....oocciitivnionissesnossssussssssssssonstssssasssssnonssansansisessos 70
3.4. CITOCINAS =
3.5. INMUNOGLOBULINAS e 14
PARTE 4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

BEBINONION, ot e e T AR TS 78
4.2. CONCLUSIONES .. 86
4.3. PERSPECTIVAS .. 86
L i O ——— 87

v



PARTE 5. PUBLICACIONES GENERADAS DEL PROYECTO

5.1. Méndez-Tovar LJ, Mondragén-Gonzélez R, Vega-Lopez F, Dockrell HM, Hay R, Lopez-
Martinez R, Manzano-Gayosso P, Hernandez-Hernandez F, Padilla-Desgarennes C, Bonifaz
A. Cytokine production and lymphocyte proliferation in Nocardia brasiliensis

actinomycetoma patients. Mycopathologia 2004;158:407-14  .....cooviiviiininininiininsienns 101

5.2. Méndez-Tovar L], Mondragén-Gonzalez R, Manzano-Gayosso P, Lopez-Martinez R,
Hernandez-Hernandez F, Bonifaz A, Anides-Fonseca A, Araiza J, Vega-Lopez F.
Inmunoglobulinas en pacientes con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis. Rev Argent

Migrobicl 20083618 civnsinmnassismasnssinis e ssiisssscass. 1O



INDICE DE FIGURAS Y GRAFICOS Y CUADROS

Fipura 1. AcHnOmICCOMACH PICHIR =~ .crivssasiomssossasionssossvassssssisosss onssdossssson pRresspsamasmssiss

Figura 2. Distribucion geografica del micetoma

................................................................

Figura 3. Distribucion geografica del micetoma en México ., 10
Figura 4. Pseudifilamentos y granos de actinomicetoma . 16
Figura 5. Corte histolégico de tejido con granos de actinomicetoma — ..ocoecvvvviieierennnns 17
Figura 6. Secuelas de actinomicetoma de larga evolucion 17
Bigtica 7. Lesionos oseas en RUSSOSUB] PI&  woiisnmnmsmiusmmpmsmmisiismmmissdissipmaniissss 19
Figura 8. Aspecto clinico de actinomicetoma por N. brasiliensis |
Figura 9. Eumicetoma por Madurella grisea w 23
Figura 10. Granos de actinomicetoma en el examen directo . 47
Figura 11. Cultivo de N. asteroides y N. brasiliensis . 49
Figura 12. Cultivos de agentes de eumicetoma . 50
Figura 13. Aspecto histoldgico de granos de actinomicetoma —  ..ocoevverierneinerninecnnincennes 51
Figura 14. Aspecto histolégico de granos de eumicetoma . 52
Figura 15. Obtencion de antigenos de N. brasiliensis « 151
Fipore 16 Eqiipo ROIOIOIED = comcimmimsimaurmimsisamiisnimimisamisamisisismmg 64
Figura 17. Procesamiento de muestras de sangre de pacientes y controles ..........ccciciinee 65
Figura 18. Concentracién de proteinas y pH de fracciones antigénicas  ......ccoevvvcercvrennns 68
Figura 19. Respuesta intradérmica a candidina y PPD 69
Figura 20. Proliferacién celular de CMSP en pacientes y controles . 70
Figura 21. Liberacion de IL-10 en cultivos de CMSP ..o 72
Figura 22. Liberacion de IFN-y en cultivos de CMSP 5: 13
Figura 23. Liberacion de TNF-¢ en cultivos de CMSP  .oooiiiiiiiiiieiseniiinnisss s cessnnnssssesens 73
Figura 24. Niveles de IgG1 en pacientes y controles — .oocvvievinvienienneivenseressenne 75
Figura 25. Niveles de IgG2 en pacientes y CONtroles .oooeevevenenerenienesnnessesnessninenees 75
Figura 26. Niveles de IgG3 en pacientes y controles 76
Figura 27. Niveles de IgG4 en pacientes y controles 76
Figura 28. Niveles de IgM en pacientes y controles .o 77

Vi



Cuadro 1. Relacién entre edad/sexo y nimero de casos de micetoma en México .............. 12

Cuadro 2. Localizacién del micetoma reportada por diferentes autores — ......cccocevevnervieens 18
Cuadro 3. Familias, géneros y especies de actinomicetales de importancia médica .......... 35
Cuadro 4. Caracteristicas bioquimicas de los agentes de actinomicetoma .............ccccoeeenee. 40
Cuadro 5. Agentes principales de €UMICBIOMA i.ccicvsscossasissmonsussansaissssosssbsssianssgsassnssvsss 42
Cuadro 6. Liberacion de IL-4 en cultivos de CMSP de pacientes y controles PRROPETS

vil



RECONOCIMIENTOS

La culminacion de este trabajo condensa el esfuerzo de innumerables
personas. En primer lugar de mi familia, en donde mi madre dofia Maria y mis
hermanos, Guillermo, Miguel, Maria y Antonio, han sido una fuente inagotable de
apoyo material y sobre todo de afecto y confianza, e incluso de sacrificios en
detrimento de algunos de ellos.

He tenido la fortuna de conocer, aprovechar y aun de disfrutar las ensefianzas
de grandes maestros, a quienes debo una influencia sobre mi manera de percibir la
vida. Esas ensefianzas se han dado en el ambito formal de una relacion maestro-
alumno, pero quiza las mas valiosas se han generado por la dimension humana de
esa relacion. Ocupa un lugar especial por su productividad académica y afectiva, la
relacion que se ha logrado construir a lo largo de mas de dos décadas el Dr. Rubén
Loépez Martinez.

Los vinculos afectivos con algunos de mis condiscipulos, comparieros de
trabajo y vecinos, en cuya lista no podria dejar de mencionar a Patricia, Francisca,
Julio, José, Alberto, Raymundo y Alfredo, han sido de gran valor porque ademas de
compartir intereses académicos y culturales, han tenido las expresiones necesarias
para ayudarme a afrontar los momentos dificiles y los contratiempos.

Gracias a todos.
Un anhelo especial de este logro académico, es que sirva de estimulo a Luis

Guillermo, mi hijo, y a mis sobrinos Maria, Roberto, Jorge, Silvia, Sandra, Alejandro y
Eric, para superarse cada dia y buscar su propio bienestar.

viii



ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE EN PACIENTES CON ACTINOMICETOMA

Resumen

El actinomicetoma es una infeccién subcutdnea frecuente en México causada
principalmente por Nocardia brasiliensis. La inmunologia del micetoma no esta
suficientemente investigada. El objetivo del estudio fue comparar algunos aspectos de la
inmunidad adaptativa celular y humoral entre pacientes y controles.

Pacientes y métodos. Veinticinco pacientes y 25 controles. Se realizaron los siguientes
estudios: A) intradermorreaccion con PPD y candidina; B) proliferacion celular de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), estimuladas con antigeno de N. brasiliensis (NB)
y cinco fracciones derivadas (NB2, NB4, NB6, NB8, NB10); C) cuantificacion en los cultivos
de IFN-gama, TNF-alfa, IL-4, IL-10 e IL-12; D) niveles de inmunoglobulinas séricas
especificas (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 e IgM).

Resultados. La induracion con PPD fue de 4 mm/8.5 mm y con candidina de 14.5 mm/
8.5 mm pacientes/controles respectivamente. La proliferacion celular fue igual en ambos
grupos. La produccion de IFN-gama fue menor en pacientes, con NB6 244 pg/ml contra 814
pg/ml en controles. Se detect6 IL4 so6lo en cultivos de pacientes. La produccion de TNF-alfa
con NB fue 1274 pg/ml/661 pg/ml pacientes/controles respectivamente. La cantidad de
inmunoglobulinas también fue mayor en los sueros de los pacientes; las diferencias maximas
se observaron en las subclases [gG3 e IgG4.

Conclusiones. Los pacientes con actinomicetoma tienen un reconocimiento antigénico

normal, pero la respuesta adaptativa celular es predominantemente de tipo Th2.

Palabras clave: micetoma, Nocardia, inmunologia
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IMMUNE RESPONSE STUDY IN ACTINOMYCETOMA PATIENTS

Abstract

Actinomycetoma is a frequent subcutaneous infection in Mexico, mainly caused by
Nocardia brasiliensis. The immunologic features of this syndrome are scarcely researched.
The aim of this work was to compare some aspects of the adaptative immune response (cell
and humoral) between patients and controls.

Patients and Methods. Twenty five actinomycetoma patients and 25 controls wefe
submitted to the next studies: A) skin test with PPD and candidin; B) cell proliferation assays
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with a crude antigen (NB) and five
derivated fractions (NB2, NB4, NB6, NB8, NB10) cbtained from N. brasiliensis; C)
determination of cytokines production in PBMC cultures; and D) serum specific
immunoglobulins (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM) by the ELISA technique was performed.

Results. The induration diameter were: PPD 4 mm versus 8.5; candidin 14.2 mm
versus 8.5 mm in patients and controls respectively. Statistically the cell proliferation was
similar in both groups. With NB6 [FN-gamma production was higher in controls (814 pg/ml)
than in patients (244 pg/ml). IL4 was produced only in patients’ cultures. TNF-alpha
production was higher in patients cultures (1274 pg/ml) than in controls (661 pg/ml) when
cells were stimulated with NB antigen. The highest difference in immunoglobulins production
was observed in IgG3 and 1G4 subclasses in patients.

Conclusion. Actinomycetoma patients have a normal antigenic recognizing but the

adaptative cell immune response induced by N. brasiliensis antigens is predominantely type
Th2.

Key words: mycetoma, Nocardia, immunology.
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PARTE 1. INTRODUCCION
1.1. CONCEPTO

Etimolégicamente el término “micetoma” forma prefija del gr. Mikel, -etos; hongo y
oma. sufijo griego que indica tumor o tumefaccion. ---tumor de hongos--- (28). Este
concepto se debe diferenciar del término aspergiloma o de otras masas fungicas formadas
en cavidades preexistentes en pulmones u otros sitios como los senos nasales.

Durante el II Simposio Internacional de Micetomas realizado en la ciudad de Taxco
(Estado de Guerrero, México), en 1987 se nombré un “Comité de Expertos en Micetoma”
formado por los doctores: Frangois Mariat, (Francia), Gabriel Segretain (Francia) El Sheik
Mahgoub (Sudan) y Segundo Barrueta (Venezuela), quienes establecieron el siguiente
concepto:

El micetoma es una infeccion cronica de la piel y de los tejidos subyacentes con
tendencia a afectar los huesos. Se caracteriza por un aumento de volumen relativamente
indoloro y fistulas a través de las cuales se elimina pus y granos constituidos por
filamentos. Los agentes causales son de origen exdgeno y pueden ser hongos

(eumicetoma) o actinomicetales (actinomicetoma) (75) (figura 1).



Figura 1. Aspecto clasico del micetoma en una paciente femenina con actinomicetoma en
pierna causado por Nocardia brasiliensis de 5 afos de evolucién. Se observa aumento de
volumen, nédulos, fistulas y ciatrices retractiles de fistulas cerradas.



1.2. HISTORIA

El micetoma fue la primera enfermedad micética descrita en la historia de la
humanidad, misma que aparece en la India en el Atharva-Veda, texto religioso escrito en
sanscrito entre los afios 2000 y 1000 a.C., en donde se menciona una enfermedad llamada
“padavalmika” (pie hormiguero) y resaltan sus diferencias con otra patologia frecuente en
esa ¢época llamada “slipatham” (pie de elefante) causado por filarias. Desde luego, esa
primera descripcion estd enfocada unicamente a los aspectos clinicos sin mencionar la
posible etiologia (30).

Pasaron muchos siglos hasta la siguiente mencion de la enfermedad, hecha en forma
vaga por Gill en 1842 (citado por 67), en un dispensario de Madura (isla situada en el
suroeste de Indonesia). Cuatro afios mas tarde, Goddfrey, quien era cirujano en Madras -
(actualmente Chennai, importante puerto en la India), publicé cuatro casos observados
entre 1844 y 1845. Eyre revisé por vez primera varias decenas de pacientes (33),
describiendo las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de 40 casos de este padecimiento
y menciond la amputacién como terapia efectiva.

Carter, en 1860 (21), publicé interesantes observaciones acerca de esta patologia
estableciendo el caracter infeccioso, describiendo los “granos negros” y los “granos
palidos”, aunque erréneamente pensé que unos eran resultado de la degeneracion de otros.
El trabajo donde se reunieron todas las observaciones de Carter, fue publicado en 1874 (22)
en forma monografica bajo el titulo “On micetoma or the fungus disease of India”; en su
obra describe aspectos clinicos y etiologicos dibujando de manera precisa al hongo hoy
conocido como Madurella mycetomatis.

Boyce y Surveyor en 1894 (18), demostraron que los diferentes agentes de

micetoma se correlacionan con el tipo de granos presentes en las lesiones, incluso sefialaron



que los granos blanco amarillentos en su mayoria estan formados por agentes bacterianos y
que solo algunos son originados por hongos. Describieron también los cambios histolégicos
asociados al padecimiento. La publicacion se acompaiié de dibujos a color constituyéndose
en ese tiempo en un clasico acerca del tema.

Vincent en 1894, (110) publica una revisién sobre los agentes etiologicos del
micetoma, proponiendo como agente bacteriano a Streptothrix madurae, a partir de esa
publicacidn, otros investigadores describieron de manera precisa otros agentes bacterianos
como causantes de micetoma. Una excelente revision de los actinomicetales como agentes
etiologicos de diversas infecciones fue publicada en la década de los cincuentas por
Waksman SA, y aun en nuestros dias sus descripciones son valiosas (112).

A principios del siglo XX, Brumpt (19) creé un nuevo género para los hongos
obtenidos de granos negros Madurella mycetomi; actualmente, este es el agente que se aisla
mundialmente con mayor y recibe el nombre de M. mycetomatis.

En Meéxico, la primera publicacion del tema fue realizada por Cicero en 1911 (23);
en ella el autor hizo una revision sobre los reportes de la literatura, describe cinco casos de
su casuistica personal y cuatro casos mas diagnosticados en diferentes hospitales de
Meéxico. El mismo autor revisé la distribucion geografica y describi6 la morfologia de los

granos, haciendo notar que la forma de la estructura parasitaria observada en los tejidos esta

en relacion con el agente.

En la década de los cincuentas, Gonzdlez-Ochoa et al., realizaron diversas
investigaciones sobre el agente y la enfermedad; éstas comprendieron estudios
inmunologicos en pacientes con actinomicetoma, evolucion clinica y tratamiento. Los
resultados mostraron que los titulos de anticuerpos precipitantes mas elevados los

presentaban los enfermos con lesiones extensas y nula respuesta a la aplicacion



intradérmica de antigenos polisacaridicos de N. brasiliensis; generalmente los pacientes con
estas caracteristicas presentaban lesiones extensas y mala respuesta al tratamiento de. Un
resumen de estos avances fue presentado durante el XII Congreso Internacional de
Dermatologia en 1962 (41).

Latapi en 1946, utilizo por vez primera la diaminodifenilsulfona para el tratamiento
del micetoma, medicamento que aun en la actualidad es una de las bases terapéuticas
(citado por 62). Afios mas tarde otros médicos e investigadores como Lavalle P (53), Ortiz-
Ortiz (88) , Welsh (114), Lopez-Martinez (59), Arenas (4), Salinas-Carmona (97), Bonifaz
(17), Méndez-Tovar (79) han continuado aportando conocimientos sobre aspectos clinicos,
epidemiologicos, fisiopatogenia, etiologia, inmunologia y tratamiento.

En Estados Unidos (EE.UU), la frecuencia de micetoma es baja; sin embargo, a lo
largo de varias décadas, Blaine Beaman y diversos investigadores han aportado
conocimientos importantes en relacion al complejo Nocardia asteroides, agente de algunos
casos de micetoma, pero principal agente de otra patologia relacionada llamada nocardiosis.
Entre las investigaciones sobresalientes podemos citar purificacion a partir de N. asteroides
de una enzima llamada superéxido-dismutasa y la demostracion de que los niveles de
produccién tienen una relacién directa con la virulencia de las cepas ya que inhibe
mecanismos oxidativos de destruccion de los neutréfilos polimorfonucleares (NPN); otros
estudios mas demuestran que la activacion de macréfagos alveolares por medio de IFN-y y
TNF-a tanto en humanos como de ratén confieren las células gran capacidad para fagocitar
y destruir a N. asteroides. Si bien sus investigaciones estan enfocadas principalmente a
nocardiosis, muchas de las aportaciones podrian aplicarse también a Nocardia brasiliensis
que es el principal agente del actinomicetoma; el resumen de decenas de trabajos fue

publicado en una excelente revision hace ya algunos afios (9).



1.3. EPIDEMIOLOGIA
1.3.1. Distribucién geografica

Debido a que los agentes de micetoma tienen una amplia distribucién mundial,
desde el punto de vista teodrico, la patologia se puede presentar en todos los paises del -
mundo; sin embargo, las casuisticas mas numerosas provienen de paises situados entre los
Tropicos de Cancer y de Capricornio, entre las latitudes 15° S y 30° N (64) (figura 2).
Aunque en la India la patologia tiene una elevada frecuencia, diversos trabajos demuestran
que el mayor niimero de casos se presenta en Africa y particularmente en Sudén, en donde
Abbott (1) refiere que sélo en 30 meses se realizaron 1231 nuevos ingresos hospitalarios
por esta causa. Esta elevada incidencia fue corroborada afios mas tarde por Lynch (61),
quien describié cientos de nuevos casos y calcula que cada afio se presentan entre 300 a 400
nuevos pacientes. Mariat en 1963 (69), realizé un estudio de prevalencia a nivel mundial,
aunque los datos fueron incompletos ya que no todos los centros donde se atienden
pacientes con micetoma enviaron los datos requeridos; de los 854 casos recopilados el autor
hizo notar que México con 206 casos, es el pais de América con el mayor nimero de
pacientes con este padecimiento, siendo Nocardia brasiliensis el agente aislado con mayor
frecuencia. En ese reporte no fueron registrados los datos de Sudan, por lo que Senegal
aparece como el pais con la maxima frecuencia a nivel mundial con 214 casos, la mayoria
de ellos causados por hongos; otros paises con prevalencia elevada son India, Pakistan e
Indonesia. Afios mas tarde, el mismo Mariat er al. (70) ampliaron la base de datos, |
estableciendo relaciones entre los agentes, las condiciones climaticas y las caracteristicas
clinicas.

En México, la primera publicacion de micetoma fue hecha por Cicero en 1912 (23).

Posteriormente, investigadores como Latapi (52), Lavalle (53) y Gonzélez-Ochoa (39),



publicaron estudios de prevalencia en diversos hospitales nacionales que mostraron la
elevada frecuencia de este sindrome. En 1992. Lopez-Martinez et al.. (59) basados en los
datos de los principales centros dermatomicoldégicos de la Republica Mexicana, revisaron
las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de 2105 casos, la gran mayoria
correspondieron a actinomicetoma (97.7%). Los pacientes eran originarios principalmente
de los estados de Nuevo Leon, San Luis Potosi, Jalisco, Morelos y Guerrero (figura 3).

En algunas publicaciones (43,54,67) se menciona que los actinomicetomas se .
presentan en regiones de clima semidesértico con precipitacion pluvial entre 50 a 500 mm,
mientras que, los eumicetomas son frecuentes en regiones humedas y calidas, con
precipitacion pluvial entre 500 y 2000 mm por afio. Sin embargo, los estudios de frecuencia
en México como los publicados por Latapi en 1963 (52) y Lavalle en 1966 (54), muestran
que los micetomas causados por Nocardia brasiliensis se presentan en estados con
condiciones climaticas muy variables; por ejemplo, Nuevo Ledn que tiene extensas areas
con clima semidesértico ocupé el segundo lugar en frecuencia, mientras que el estado de
Jalisco, con zonas ricas en vegetacion e incluso costas tropicales, en el estudio de Lopez- -
Martinez et al. (59), tuvo el mayor numero de casos.

En la década de los setentas, Velasco—Castrejon y otros investigadores, ensayaron el
tratamiento del micetoma administrando un lisado de leucocitos; los resultados fueron
irregulares, ya que algunos pacientes respondieron favorablemente, mientras que en otros
se agravo el micetoma (108).

Mencion especial merecen los micetomas causados por otro Actinomycete llamado
Actinomadura madurae; Lavalle et al. en el 2000 (55), refieren que de 71 pacientes, 32.4%
con micetoma de esta etiologia, provenian del estado de Guanajuato, seguido por los

estados de Puebla (12.6%) y Oaxaca (11.24%).



Streptomyces somaliensis es una especie que se presenta con mayor frecuencia en la
parte oriental de Africa (Somalia, Sudan, Libia, Egipto, Etiopia y Mauritania). En México -
solo se han registrado algunos casos, provenientes tanto del norte como del sur de la
Republica Mexicana (Sonora, Guanajuato, Guerrero, Jalisco y Puebla) (54).

Existen estados en la Republica Mexicana, como Baja California Sur, Tlaxcala y
Quintana Roo, en los que hasta 1992 no se habian reportado casos de micetoma. Este hecho
refleja la carencia de personal entrenado y sin material adecuado para diagnosticar esta
patologia, ya que los pacientes de esos estados son atendidos y registrados en las casuisticas
de los estados vecinos en donde se cuenta con los recursos y el personal adecuados para el

diagnéstico (59).



@ EumicETOMA
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Figura 2. Distribucion geografica del micetoma. La mayor frecuencia se presenta en los paises situados entre el Trépico de Cancer y el
Trépico de Capricornio. En Africa predomina el eumicetoma, en América el actinomicetoma. Japén se localiza al norte del Trépico de
Cancer y predomina los micetomas causados por Nocardia asteroides 'y N. brasiliensis.

[Modificado de 65].
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Figura 3. Estados de la Repuiblica Mexicana con la mayor incidencia de micetoma (amarillo) y estados en donde no se habian

reportado casos de esta enfermedad (verde)
[Modificado de (56)].




1.3.2. Ocupacién

Los hongos y bacterias causantes de micetoma son organismos saprobios (viven en
material vegetal en descomposicién). La mayoria de los pacientes realiza labores de tipo
agricola, como lo hace notar Lavalle (53) quien entre 107 pacientes estudiados encuentra 66
campesinos. Lopez-Martinez et al. (59) refieren una frecuencia similar en la casuistica de
1374 pacientes: 60% eran campesinos. Otras actividades mencionadas son: ama de casa,
estudiante, cargador, mecanico, etc. Al revisar el tipo de actividades, es facil notar que la
mayoria de individuos estan expuestos a sufrir heridas que potencialmente se contaminan
con tierra 0 con material vegetal. Asi, las amas de casa son esposas de campesinos que
durante todo el afio ayudan en las actividades agricolas; los estudiantes ayudan a sus padres
antes o después de las actividades escolares; los mecanicos que se introducen debajo de los
autos, muchas veces sin proteccion, se producen laceraciones en donde posteriormente se
desarrolla el padecimiento, y finalmente los cargadores, que al transportar cargas de
productos vegetales u otros materiales apoyados en la espalda o abdomen se inoculan el

agente en estas regiones.

1.3.3. Edad

De acuerdo con multiples casuisticas publicadas mundialmente, este padecimiento
afecta a personas en la edad productiva; esto es, la mayoria de casos se presenta en
pacientes que se encuentran entre los 20 y los 50 afios de edad. Lavalle en un trabajo
publicado en 1966 (53) donde revisa las caracteristicas de 119 pacientes, encontré que 76%
de los pacientes tenia entre 16 y 45 afios. Lopez-Martinez et al. (59) refieren que de 1374

pacientes, 77% tenia entre 16 y 50 afios.
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Es interesante hacer notar que en todas las edades es mayor el nimero de casos en
hombres que en mujeres, pero en los extremos de la vida, la diferencia genérica es ain mas
evidente (cuadro 1). Como lo apoyan algunas investigaciones, esta modificacion en la

relacion de casos hombre/mujer puede deberse a factores hormonales (76).

Cuadro 1. Relacion entre edad/sexo y numero de casos

en 661 casos de micetoma en México.

Sexo 0-10* 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 >DES80
Hombre 9 65 100 105 84 54 33 17 2
Mujer 2 30 52 42 40 18 5 2 1
Total 11 95 152 147 124 72 38 19 3

H/M 4:1 2:1 2:1 2:1 2:1 3:1 6:1 8:1 2:1

* Grupos de edad en afios

[Modificado de (76)]
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1.4. DESARROLLO DEL ACTINOMICETOMA
1.4.1. Mecanismo de infeccion

El micetoma se adquiere por inoculacion traumatica a través de la piel de los agentes
etiologicos, mismos que son saprobios y se distribuyen de manera abundante en la
naturaleza, aunque se aislan con mayor facilidad a partir de tierras de cultivo debido a que
éstas contienen gran cantidad de material organico en descomposicién. Diversos trabajos,

como el de Basset ef al. (6), demuestran la importancia de las lesiones cutaneas con espinas

como mecanismo de infeccion; ellos refieren que en dos casos de micetoma donde el tejido
afectado contenia espinas de Mimosaceae, al -cultivarlas obtuvieron en un caso
Pyrenochaeta romeroi y en otro Leptosphaeria senegalensis. En México existe gran
numero de cactaceas que probablemente tengan importancia en la transmision de la
enfermedad.

Las condiciones de trabajo de los campesinos y agricultores de paises
subdesarrollados, quienes al carecer de recursos tecnolégicos realizan gran nimero de
actividades agricolas con las manos o pies, juegan un papel importante en la elevada
frecuencia de este padecimiento. Se debe considerar también que estas mismas personas .
tienen habitos de vestimenta que brindan escasa proteccion contra las inoculaciones como
son pantalones que terminan a la altura de la rodilla, uso de calzado abierto (guarache) o
incluso ausencia de calzado. La carencia de vehiculos y animales de carga, tractores y otras
maquinas especiales, obliga a los campesinos a transportar productos agricolas en la
espalda o apoyados en el abdomen. En México, este hecho, explica la elevada frecuencia de

micetoma en tronco, mientras que en India, muchos casos de micetoma afectan la cabeza

(53,59).
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1.4.2. Periodo de incubacién

Debido a que los pacientes (generalmente campesinos) sufren lesiones
practicamente a lo largo de toda su vida, en el humano se desconoce el periodo de
incubaciéon. En modelos murinos, Gonzélez-Ochoa (38) refiere que se forman granos entre
el dia 20 a 30 posterior a la inoculacién con N. brasiliensis; también en modelos animales,
Stchil, utilizando una suspension de N. brasiliensis con densidad dptica de 0.9 a 1.0 a 650
nm, refiere la obtencién de granos al dia 60 (106). Finalmente, Salinas-Carmona et al. (97),
observaron cambios histolégicos y estructuras parasitarias caracteristicas de un micetoma a
los 30 dias en ratones inoculados con N. brasiliensis.

Se desconoce la fisiopatogenia exacta del micetoma. De acuerdo con varias
investigaciones (38, 57, 106), en los ratones es suficiente s6lo un indculo con la
concentracion adecuada para que se desarrolle la enfermedad. En el trabajo realizado por
Macotela-Ruiz et al. (63), los autores sugieren que inoculaciones repetidas del
microorganismo en baja concentracion provocan una sensibilizacion del tejido y posterior
desarrollo del micetoma.

Una vez que la bacteria o el hongo se localizan en los tejidos y sobrevive, los
antigenos liberados y la permanencia del agente mismo, provocan una inflamacién aguda a
nivel local con llegada de NPN y activaciéon de macrofagos. Estudios realizados por
Burgois y Beaman en 1974 (20) mostraron que aunque la mayoria de bacterias son
fagocitadas y destruidas, algunas logran sobrevivir hasta 16 dias y pueden reproducirse. En
otros estudios se demostré que la virulenta es variable entre diferentes cepas (102). Los
NPN son capaces de destruir algunas cepas de N. asteroides, pero son ineficientes para

eliminar aquellas que producen superoxido dismutasa o catalasa (10); probablemente esta
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incapacidad de los leucocitos para destruir a N. asteroides se presente también para N.
brasiliensis.

Los agentes no destruidos proliferan y forman colonias en el interior del tejido
conocidas como “granos”; el desprendimiento de los pseudofilamentos de la periferia del -
grano ocasiona una inflamacion continua con formacién de nuevas estructuras parasitarias
(figura 4) y colecciones de pus, que al fusionarse forman los trayectos fistulosos
generalmente limitados por tejido fibroso; cuando las fistulas alcanzan la superficie, forman
un noédulo que posteriormente se reblandece y abre liberando pus conteniendo colonias
parasitarias del agente (figura 5).

El tejido conjuntivo formado alrededor de los microabscesos y de las fistulas
produce una retracciéon que ocasiona el aspecto deprimido de las fistulas antiguas. La
presencia de microabscesos, fistulas, inflamacion, edema y fibrosis provoca externamente
la deformidad y dureza del area afectada (figura 6) e internamente obstruccion de la
circulacion por compresion mecanica y por arteritis. Estos cambios histologicos influyen en
la pobre respuesta terapéutica en los pacientes con evolucion prolongada (37).

Aunque existe el reporte de algunos casos de micetoma con diseminacion linfatica o
por via sanguinea (27, 90), generalmente los agentes del micetoma invaden los tejidos por

contigiiidad. La aponeurosis muscular y el pcriostio no se afectan en los primeros afios de

evolucién del padecimiento; posteriormente, en el tejido dseo se observa periostitis, osteitis,
osteoporosis, destruccion del canal medular, formacioén de cavernas (geodas), destruccion

de superficies articulares y finalmente anquilosis (figura 7) (64).
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Figura 4. a) Pseudofilamentos inmersos en el material purulento. El
crecimiento de estos fragmentos da origen a nuevos granos (1000x).
b) Granos de Nocardia sp. en examen directo (400X).
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Figura 5. Corte histologico tefiido con hematoxilina-eosina en donde se
observan varios granos pequeiios y el tejido fibroso formando un trayecto
que limita el area inflamada.

Figura 6. Paciente femenina con actinomicetoma de 15 afios de evolucion
donde se observa la deformidad de la extremidad afectada.
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1.4.3. Localizacién corporal de las lesiones

Por la naturaleza saprofita de los agentes causales de micetoma que posibilita la
infeccion principalmente por traumatismo en pie o pierna, todas las casuistica de frecuencia
muestran un franco predominio de afeccion a extremidades inferiores, pero de acuerdo con
las costumbres de trabajo o de vestido y a las condiciones socioeconémicas, los porcentajes
de frecuencia presentados en cada drea topografica por diferentes autores, pueden tener

alguna variacién (cuadro 2).

Cuadro 2. Localizacion del micetoma de acuerdo a diferentes autores (%).

Sitio Sudan Senegal y Meéxico Meéxico (Lopez-
(Mahgoub y Africa (Gonzalez- Martinez et al.,
Murray IG, Occidental Ochoa, 1962) 1992)
1971) (Rey, 1961)
Pie 68.8 68 35 335
Pierna 3.2 10 28
Rodilla 4.4 4 - 30.6
Muslo 2 3 -
Nalgas y perineo 2 3 1 =
Mano 10.7 5 2
13.6
Brazo 3.8 3 8
Abdomen 1 1 3
17.4
Torax 1 1 20
Cabeza y cuello 3.1 2 3 2.5
Dos o mas regiones - - - 24

- No reportada
(Modificado de 59, 67)
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Figura 7. Dafio 6seo en huesos cortos del pie en un paciente
con actinomicetoma de ocho afios de evolucion causado por N. brasiliensis.

De acuerdo con los datos publicados por Gonzalez-Ochoa et al. (36) y por Lopez-
Martinez et al. (59), es notable que en México la frecuencia de afeccion toracica es muy
elevada. Esto se debe a la costumbre de los campesinos mexicanos de transportar bultos
sobre la espalda o apoyados en el abdomen. En Africa, los naturales lo hacen sobre la
cabeza y sujetandolos con las manos lo que explica la frecuencia mas elevado de
micetomas de localizacion cefilica y en manos en ese continente. En México los casos de
micetoma en rodilla se presentaron principalmente en mujeres de areas rurales, ya que
habitualmente lavan la ropa y cocinan apoyadas sobre sus rodillas, traumatizdndolas e

infectandolas con el agente.
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1.4.4. Aspecto de las lesiones y agentes

En general todos los agentes provocan en el sitio afectado aumento de volumen,
deformidad, nddulos y formacion de fistulas a través de las cuales drena el pus, casi
siempre filante, en ocasiones fétido y que contiene granos. Es importante hacer notar que °
las lesiones son indoloras y los pacientes buscan apoyo médico tardiamente. La mayoria de
autores coincide en que es dificil establecer el agente etioldgico con base en el aspecto de

las lesiones, no obstante, algunos agentes etioloégicos, causan lesiones orientadoras que

permiten suponer el agente causal. Estos se describiran de manera sucinta a continuacion.

1.4.4.1. Nocardia spp.

Aunque predominan en pie, se pueden presentar en cualquier parte del cuerpo. El
area afectada generalmente es extensa; a la palpacion estd mal definida y los limites de
induracién no se pueden determinar con precision. El aspecto externo de las lesiones
corresponde a una zona inflamada con numerosas fistulas de las que drena material
purulento en gran cantidad. La patologia progresa mas rapidamente que en los eumicetomas

y la invasion a hueso ocurre en los dos primeros afios de evolucion (figura 8).

1.4.4.2. Actinomadura madurae

Se localiza principalmente en la parte media del pie y raramente se presentan
afecciones fuera de este segmento corporal. Provoca la formacién de masas prominentes e
irregulares, duras con pocas fistulas lo que obliga a hacer diagnéstico diferencial con

procesos tumorales de otra etiologia. La relacion de casos hombre/mujer es 1:1 (55).
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1.4.4.3. A. pelletieri

Actinomiceto que tiende a afectar hueso con mucha frecuencia; las lesiones se
presentan en extremidades inferiores pero la localizacion extrapodal es frecuente. Las
lesiones son muy inflamatorias, con gran nimero de fistulas y de manera caracteristica los
pacientes presentan mas adenopatias que en los otros agentes. La radiologia generalmente
muestra datos de periostitis ademas, con frecuencia se observan geodas en astragalo y

calcaneo (54).

Figura 8. Micetoma causado por N. brasiliensis. Se observan multiples lesiones, aumento
de volumen y la deformidad caracteristica del sitio afectado sin una delimitacion de las
areas afectadas y el tejido sano.
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1.4.4.4. Streptomyces somaliensis

La lesién tiende a localizarse en extremidades inferiores, afectando el pie
practicamente en toda su extension; a diferencia de N. brasiliensis, provoca un escaso
numero de fistulas, pero la fibrosis es més intensa por lo que la dureza del 4rea afectada es
mayor; en ocasiones se observan prominencias blandas que son fistulas en proceso de

abrirse. La tendencia de este agente a afectar huesos es menor que la observada en N.

brasiliensis (54).

1.4.4.5. Micetomas causados por hongos

La evolucion tiende a ser mas lenta que la del actinomicetoma; es frecuente que esta
patologia forme masas tumorales fibrosas, bien delimitadas, con escaso nimero de fistulas.
En algunos agentes como Madurella grisea, se observan puntos marrén oscuro 0 negros en
las fistulas que estan a punto de abrirse (figura 9). Aunque de manera lenta, la destruccién
del hueso es una constante también en los casos de micetoma causado por hongos. Si bien
la patologia tiende a ser indolora, las alteraciones en la marcha y la pérdida de estabilidad

causan dolor en el paciente, y es entonces cuando acuden a solicitar atencién médica, la

mayoria de las veces tardiamente.
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Figura 9. Eumicetoma causado por Madurella grisea. Se observa una masa tumoral en planta,
bien definida, con puntos negros que sefialan la presencia de granos



1.5. FISIOPATOGENIA DEL MICETOMA

Como toda infeccion, para comprender la evolucion de la enfermedad es necesario |
estudiarla desde tres puntos de vista: 1) caracteristicas del hospedero; 2) caracteristicas
de los agentes etiologicos y 3) ambiente. Investigaciones detalladas sobre los aspectos
mencionados son determinantes para explicar por que una infeccion afecta a determinados

segmentos de la poblacion, la evolucién de la enfermedad y la respuesta al tratamiento.

1.5.1. Factores relacionados con el hospedero
1.5.1.1. Hormonas y micetoma
Como lo hicieron notar Gonzilez-Ochoa et al (41) hace mas de medio siglo, el

micetoma es mas frecuente en el hombre que en la mujer, pero esta prevalencia masculina

no puede explicarse unicamente sobre la base de la ocupacién como mayor riesgo de
infeccion. Lavalle en 1966 (53), corrobor6 esta prevalencia y cuestiond el papel del riesgo
de infecciéon como Gnico factor. En su trabajo describe el caso de una paciente con
actinomicetoma que durante el transcurso de sus tres embarazos empeoraba y después del
parto mejoraba.

Desde mediados del siglo pasado se han descrito una serie de hormonas sexuales en

los hongos como Allomyces sp. Algunos de los compuestos hormonales fungicos, como el

anteridiol y el oogoniol producidos por Achlya sp., tienen gran parecido estructural con las
hormonas sexuales humanas (42). Basados en las descripciones de receptores micéticos, en
la década de los ochentas se investigo si las hormonas sexuales modificaban el desarrollo in
vitro de Coccidioides immitis cuya frecuencia es mayor en hombres que en mujeres. Se
demostré que las hormonas sexuales humanas, particularmente la testosterona y la

progesterona, estimulaban el desarrollo in vitro del agente y explicaban el predominio de

24



infecciones en el hombre (31). En el caso de la mujer embarazada, la elevada concentracién
de progesterona en suero aparentemente favorece la diseminacién del agente. Este tipo de
observaciones se extendié a otros hongos como Paracoccidioides brasiliensis en que se
demostrd que el estradiol inhibe la conversién de la fase micelial a la fase parasitaria |
disminuyendo el nimero de infecciones graves en las mujeres (91).

Estudios realizados por Méndez-Tovar ef al. demostraron que las hormonas sexuales
modifican la velocidad de crecimiento de M. grisea y P. romeroi, hongos causantes de
micetoma. El efecto fue particularmente importante cuando al medio de cultivo se adiciond
progesterona, hormona que inhibié parcialmente el desarrollo; este efecto inhibidor fue
menor con testosterona mientras que, el estradiol no ejercié ningun efecto (79).

Investigaciones in vitro y en modelos murinos realizadas por Hernandez-Hernéndez

et al. (44) utilizando como inéculo a N. brasiliensis, demostraron que la progesterona y en
menor grado la testosterona, inhiben el desarrollo colonial de este agente; el estradiol no
ejercid ningun efecto sobre el desarrollo. En los modelos murinos tratados con hormonas,
se observo que los ratones macho desarrollaban infecciones mucho mas severas y de
evolucion mas rapida que las hembras. Los cultivos a partir de los tejidos de animales
infectados tuvieron el doble de positividad en los ratones machos a quienes se les

administro testosterona que en los ratones hembra que recibieron progesterona o estradiol.

Los hallazgos en relacién con las hormonas sexuales humanas en investigaciones de
ambos tipos de agentes de eumicetoma, explican en parte el predominio de esta patologia
en personas del sexo masculino, dejando aun interrogantes ya que la respuesta no es igual
en todos los hongos ni en todas las bacterias.

La gran mayoria de pacientes con micetoma presentan astenia, adinamia y en

ocasiones depresion, estos datos motivaron a Fahal para investigar el funcionamiento de
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otros 6rganos como la glandula tiroidea a través de los niveles séricos de tiroxina y
triyodotironina en pacientes con eumicetoma. Los resultados mostraron que los pacientes
con micetoma son eutiroideos, y los datos clinicos referidos como motivo de esta
investigacion se deben a la cronicidad de las lesiones, la incapacidad funcional que
provoca, al tratamiento quirirgico que en muchas ocasiones consiste en la amputacion y a
las pobres condiciones socioecondémicas en que vivian (34).

En un grupo de 26 pacientes con eumicetoma atendidos en Reino Unido, se -
diagnostico diabetes mellitus en nueve de ellos (35%); este porcentaje es mas elevado que
el de la poblacion general de varios paises (por ejemplo, México tiene aproximadamente
13% de diabéticos). Sin embargo, la diabetes mellitus al parecer no es un factor

predisponente para desarrollar micetoma (26,43).

1.5.1.2. Inmunidad y micetoma
1.5.1.2.1. Inmunidad innata
Es la primera en entrar en contacto con cualquier agente infeccioso y los primeros
estudios inician hace mas de 100 afios, sin embargo, sélo en la tltima década esta ha sido
reconocida en toda su importancia, en la actualidad sus principales componentes como son:
barreras epiteliales, neutréfilos, macréfagos, linfocitos natural killer (NK) el complemento
y otras proteinas se estudian con intensidad (14). En la ultima década una serie de estudios
demuestran la importancia de la respuesta innata de dos grupos de moléculas. Unas son las
llamadas patrones moleculares asociadas a patogenos (PAMPs) que son componentes
moleculares comunes presentes en bacterias, hongos u otro tipo de parasitos, ejemplos de
estos patrones son el lipopolisacarido (LPS), acidos lipoteicoicos (LTAs), etc.; y otras

moléculas presentes en las células del hospedero llamadas originalmente receptores de
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reconocimiento de patrones (PRRs), moléculas que reconocen gérmenes por grupo, €s
decir, algunos PRRs reconocen las bacterias que en su pared contienen LPS aun cuando, no
haya existido contacto previo. Un grupo de PRRs se conocen genéricamente como foll-like
receptors (TLRs), estas moléculas son receptores transmembrana ricos en serina con una
porcion citoplasmatica fosforilable. Estos TLRs estan presentes en las células presentadores
de antigenos, y son los encargados de realizar unirse a PAMPs y desencadenar respuestas
de inmunidad innata de suma importancia para los seres vivos, incluyendo Drosophila (que
fue donde se descubrieron por vez primera vez) y se han conservado en los mamiferos,
incluyendo el hombre. Una revision clara de estos aspectos fue publicada recientemente por
Medzhitov (72). Estudios acerca de estos avances recientes ain no se han realizado en el
micetoma, donde los estudios referentes a inmunidad innata son escasos, y en la mayoria de
ellos se estudia de manera combinada con la inmunidad adaptativa como se vera en los
siguientes ejemplos.

En un trabajo realizado por Conde ef al. en 1983 (25), se demuestra la presencia de
anticuerpos especificos para N. brasiliensis y fraccion C3 de complemento en los tejidos de
ratones infectados experimentalmente a las dos semanas de postinoculacién, mientras que
los anticuerpos se demostraban en el suero hasta 45 dias después. Los autores sugirieron
que estos anticuerpos podrian estar bloqueando sitios determinantes antigénicos del agente
para de esta manera perpetuar la infeccion.

En 1989, Bonifaz y Fong (17) investigaron la funcién de células fagociticas
profesionales, particularmente de NPN, en pacientes con micetoma quienes en un grupo de
15 pacientes con actinomicetoma. Los dos parametros evaluados fueron quimiotaxis y
fagocitosis por medio de quimioluminiscencia; los investigadores no encontraron

diferencias entre la capacidad de los NPN de pacientes y la del grupo control.
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Blaine Beaman ha dirigido varios estudios en los que se ha estudiado la capacidad
de los macrofagos y neutréfilos para fagocitar y destruir a N. asteroides. En resumen, se ha
demostrado que la bacteria es viable hasta 16 horas después de haber sido fagocitada y que
la viabilidad guarda relacién directa con dos caracteristicas: a) produccion de superoxido-
dismutasa que inhibe los mecanismos de destruccion mediados principalmente por
oxigenos de los NPN; y b) capacidad de formar una segunda pared bacteriana dentro de los
macréfagos (9).

1.5.1.2.2. Inmunidad adaptativa

Aunque también insuficientes, los trabajos de este aspecto de la inmunidad, son mas
numerosos. Entre los primeros trabajos sobre se encuentran los de Gonzalez-Ochoa y sus
colaboradores, quienes estaban interesados en desarrollar una prueba intradérmica para el
diagnéstico de este sindrome. Los resultados iniciales mostraron que si bien los pacientes
presentaban un fenémeno de hipersensibilidad a nivel cutaneo con antigenos obtenidos por
filtracion, esta prueba era negativa en pacientes con enfermedad muy diseminada asociada
generalmente a un condicién general deteriorada (40).

Afos més tarde, Shibayama estudié la aplicacién de precipitacién en suero y
aglutinacién como herramientas utiles para el diagndstico de actinomicetoma, y se trat6 de
establecer su especificidad comparando la reaccion que ocurria con antigenos de N.
brasiliensis, N. asteroides y Mycobacterium tuberculosis (100). En trabajos realizados por
Gonzalez-Ochoa y sus colaboradores, se demostraron tanto en modelos murinos como en
casos de pacientes con micetoma que los titulos elevados de anticuerpos fijadores de
complemento contra Nocardia spp. se asocian con un pronostico mas grave, también

acompaiiado por respuestas negativas a la aplicacién intradérmica de antigenos como
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nocardina o tuberculina. Las intradermorreacciones se tornan positivas en caso de mejoria
de los pacientes (38, 41).

En la década de los setentas, varios investigadores obtuvieron antigenos
citoplasmaticos y ribosomales semipurificados, unos de tipo proteico y otros ricos en
carbohidratos, que mostraron mayor especificidad en las pruebas intradérmicas de
hipersensibilidad; al igual que en otros trabajos, los pacientes con enfermedad grave
tuvieron intradermorreacciones débiles o negativas (87, 88). En modelos murinos, Rico et
al. en 1982 (92) demostraron que la transferencia de anticuerpos antiNocardia no sélo no
protegia a los animales de la infeccion, sino que, éstos se agravaban, mientras que la
transferencia de linfocitos T de bazo mejoraban el pronéstico e incluso controlaban
completamente la infeccién. En Sudan, donde los micetomas son causados principalmente
por hongos, las investigaciones han mostrado resultados semejantes. Mahgoub ef al. (68),
reportaron que la mayoria de pacientes en quienes se valord su capacidad de respuesta a
dinitroclorobenceno (DNCB) y a tuberculina, tuvieron una respuesta negativa, mientras que
la IgM e IgA estuvieron por encima de los valores del grupo control sin micetoma. Singhvi
estudio la concentracion de IgM, IgG e IgA en pacientes con micetoma causado por M.
mycetomatis, S. somaliensis y A. madurae; las tres inmunoglobulinas estuvieron
aumentadas en pacientes con eumicetoma, mientras que la IgG e IgM estuvieron por debajo
de los limites normales en pacientes con actinomicetomas que afectaban huesos (102).

Estudios en modelos animales corroboraron las observaciones clinicas de Gonzalez-
Ochoa en relacion con la importancia de la respuesta inmune celular para la proteccion de
infecciones causadas por Nocardia. En 1978, Beaman et al. (11) mostraron que los ratones

atimicos inoculados con N. asteroides desarrollaban infecciones diseminadas y mortales en
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corto plazo mientras que los ratones normales y los ratones Nu/+ presentaban infecciones .

localizadas que curaban espontdneamente.

Vera-Cabrera ef al. han obtenido antigenos purificados utilizados en el diagndstico
serologico de algunos casos de micetoma que no presentan las caracteristicas habituales
(109). Otros antigenos obtenidos con la misma finalidad han sido reportados por Boiron ef
al. (16), quienes obtuvieron un antigeno de 54 kDa que puede ser utilizado para
diagnosticar ademas del micetoma, otras enfermedades causadas por actinomicetales como
la nocardiosis. Salinas-Carmona et al. utilizando antigenos de 24 y 26 kDa, desarrollaron
una prueba diagnéstica con la técnica de ELISA (98).

En modelos murinos, Salinas-Carmona y Pérez-Rivera en 2004 (96), demostraron
que la inoculacion de los antigenos purificados P61, P38 y P24 originaban dos picos de
[gM, uno a los tres dias y el segundo a los siete dias. La IgM originada del segundo pico
mostré conferir inmunidad pasiva contra la infeccién animales no inmunizados, aunque el

mecanismo de esta proteccion aun es desconocido.

1.5.2. Factores del agente

Los hongos y las bacterias causantes del micetoma son saprobios abundantes en la '
tierra, estan adaptados para tener vida libre y solo algunos de ellos, probablemente por
“accidente”, causan enfermedad en el hombre o en otros animales. Los mecanismos de
proteccion inespecifica como la temperatura corporal, el pH de la piel y tejidos, la
diferencia de tension de CO; y O; entre el ambiente y el cuerpo, son suficientes para limitar
su desarrollo. En caso de invasion tisular donde han sido rebasados los anteriores
mecanismos de proteccion, las defensas inespecificas (celulares y no celulares) destruyen a

estos organismos.
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Algunas investigaciones demuestran caracteristicas diferentes entre las cepas de vida
libre y las cepas aisladas de casos de enfermedad; generalmente una cepa aislada a partir de
infeccion humana, cuando se inocula en animales de experimentacién, es mas patégena que
las cepas aisladas del medio (cepa silvestre). En el estudio realizado por Lépez-Martinez ez
al., se comparo la capacidad patogénica de cepas silvestres y cepas obtenidas de micetoma,
se demostré que los aislamientos de casos de infeccion humana causan micetoma en todos
los ratones inoculados ocasionando una cuadro clinico severo (gran destruccion y elevado
nimero de granos), mientras que un reducido nimero de las cepas silvestres formaron
granos tipicos (18.51%) y la infeccion en la mayoria de los ratones fue leve (57).

Se ha estudiado la produccién de diversas enzimas en ambos tipos de cepas; los
resultados mostraron que un porcentaje mayor de cepas silvestres producen hemolisina y
lipasa mientras que mayor porcentaje de cepas de micetoma producen desoxirribonucleasa.
Estudios realizados en cepas de micetoma conservadas durante varios afios por resiembra
en ADS no mostraron diferencia en la produccién de enzimas (76).

La patogenicidad de algunas cepas de cepas de N. asteroides (causante
principalmente de nocardiosis) tiene una relacion directa con la produccion de super6xido
dismutasa (SOD); esta enzima con un PM aproximado de 100 000 (12), le permite evadir

los mecanismos oxidativos de destruccion de las células fagociticas. Otras investigaciones

mostraron que cuando la SOD se combina con catalasa tiene un efecto protector sinérgico

contra la accion de los NPN (10).

Una cepa patégena de N. asteroides llamada GUH-2 proveniente de la coleccion
ATCC, ha sido utilizada en diversos trabajos; con ella se ha demostrado la capacidad que

este agente tiene de inhibir la unién fagolisosoma, bloquea la acidificacion del
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fagolisosoma manteniendo un pH de 7 y modifica el contenido de fosfatasa 4cida de los
lisosomas (9).

La pared de N. asteroides contiene diversos componentes toxicos para las células;
entre los mas estudiados se encuentran las moléculas de trealosa 6,6-dimicolato conocidas
como “factor cuerda™ que por si mismas inhiben la fusiéon de membranas. También contiene
acido tuberculoestearico cuya funcién se desconoce y, finalmente, un compuesto llamado

nocobactina que es un quelante de hierro (8).

Nocardia otitidiscaviarum produce una enzima llamada HS-6, molécula del tipo de
los macrdlidos con un peso molecular de 776 y una dosis letal 50 (DL) en ratones de 1.25
mg/kg. Actia promoviendo la formacion de vacuolas autofagicas en el reticulo
endoplasmico rugoso. Los organos que presentan dafios més tempranos son estomago,
higado, intestino delgado y rifién (80). En esta misma especie y en N. brasiliensis se ha
demostrado la produccion de hemolisinas a y {8, pero su papel en la patogenicidad no se ha

establecido con precisiéon (32,76).

1.5.3. Factores ambientales

La distribucion geografica de los agentes esta en estrecha relacion con la humedad
del ambiente. De manera general podemos decir que el rango de precipitacion pluvial anual
adecuado para el desarrollo de los diferentes agentes va de 50 a 2000 mm, pero el rango
para cada agentes es bastante mas estrecho. Por ejemplo, Nocardia spp. y Scedosporium
apiospermum se desarrollan en areas entre 1000 a 2000 mm de lluvia anual; S. somaliensis
se desarrolla en zonas semidesérticas y su rango va de 50 a 250 mm. Finalmente, algunos

hongos como M. mycetomatis se encuentran en el continente africano en éareas con lluvia
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entre 250 a 500 mm anuales, y en Venezuela, donde la lluvia es abundante con 1000 a 2000

mm anuales (67).

La presencia de plantas espinosas, probablemente favorezca la inoculacién
traumatica del agente y en consecuencia el mayor numero de casos de micetoma. Basset ef
al., observaron en los tejidos de pacientes con micetoma espinas de Mimosaceae sp. y en

estos casos se aislo con mayor frecuencia a L. senegalensis (6).
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1.6. AGENTES ETIOLOGICOS

Los hongos y las bacterias causantes de este sindrome, son organismos saprobios,
exégenos, aerobios pero con capacidad de desarrollarse en condiciones microaerofilicas
como las que se presentan cuando han invadido los tejidos. Ambos tipos de agentes tienen

una amplia distribucién en la naturaleza (93).

1.6.1. Bacterias

Los agentes bacterianos de micetoma pertenecen al orden Actinomycetales,
organismos que crecen filamentizando y ramificandose con fragmentacién o esporulacion.
Estas bacterias originalmente fueron consideradas hongos ya que forman pseudofilamentos
que en ocasiones dan un aspecto semejante al micelio aéreo caracteristico de los hongos.
Estudios de la fisiologia, composicion de pared y reproduccién permitieron ubicarlos
correctamente entre las bacterias (56). Los Actinomycetes son bacterias bacilares o
cocoides que cuando infectan tejidos pueden estar aisladas o en cadenas. De acuerdo con su
afinidad tintorial, pueden ser Gram positivos o acido alcohol resistentes. La mayoria de los
Actinomycetales son aerobios; sin embargo, algunas especies como Actinomyces bovis, A.
israelii o Arachnia propionica son anaerobios y habitan dentro de los mamiferos en zonas
de anaerobiosis como el pliegue dentoencilar, vellosidades intestinales y algunas areas del
intestino grueso.

La identificacién de estos organismos se realiza con base en las caracteristicas

morfolégicas macro y microscépicas de los cultivos, afinidad a diferentes colorantes como

los empleados en las técnicas de Gram y Ziehl-Neelsen (Z-N), y pruebas bioquimicas como
hidrélisis de caseina, xantina, hipoxantina, gelatina, etc. Aunque de uso limitado por su

costo, se han utilizado, también con éxito, galerias comerciales (API-ZYM®) que
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contienen 19 enzimas y que permiten identificar a los agentes desarrollados en los cultivos

en sélo tres o cuatro horas (15,77).

Existe un gran nimero de especies dentro del orden Actinomycetales. Sin embargo,

las especies patogenas para el hombre se agrupan en ocho familias, las caracteristicas

principales de cada una de éstas, se presentan de manera resumida en el cuadro 3.

Cuadro 3. Familias de los Actinomicetales de importancia médica

Superreino: Prokariota

Reino: Monera

Filum: Schizomycota

Clase: Eubacter

Orden: Actinomycetales

Familia Caracteristicas Tipo de pared Géneros y especies Patologias
1. Actinomycetaceae No acidorresistentes, la | VI (meso- | Actinomyces bovis, Actinomicosis  en
mayorfa anaerobios | DAP) A. israelf humanos y otros
estrictos o facultativos, | V (lisina- | Arachnia propionica mamiferos
algunos aerobios. No | ornitina) Bifidobacterium spp.
forman esporas, los Rothia spp.
pseudofilamentos  se Gerskovia sp
fragmentan fécilmente. Promicomonospora sp
Se encuentran en boca
e intestino
2. Micropolysporaceae Bacterias Gram | IV (meso- | Micropolysporanomen | Se relacionan con
positivas, no moviles, | DAP conservadum hipersensibilidad
forman cadenas cortas | arabinosa M. faeni respiratoria
de esporas galactosa) Saccharopolyspora
hirsuta
3. Dermatophilaceae Forman 1 (meso- | Dermatophilus Infecciones
pseudofilamentos que | DAP Geodermatophilus cutaneas
pueden dividirse | arabinosa
longitudinal o | madurosa)

transversalmente.

Dentro de los tabiques
se forman elementos
cocoides, algunos de
ellos méviles
(Dermatophilus ¥
Geodermatophilus)
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4. Frankiaceae

Bacterias  mutualistas
que viven en las raices
de plantas
dicotiledoneas y le
permiten al vegetal fijar
el nitrégeno

Frankia

No se ha reportado
patologia

5. Nocardiaceae

Bacterias
psudofilamentosas o
que viven en forma de
bacilos aislados, son
aerobias, algunas
especies forman
esporas. Son capaces de
producir  un  gran
numero de enzimas
inducidas. Los géneros
Rhodococcus y
Nocardia, pueden
desarrollarse sobre
productos de petroleo,
alquitrdn y asfalto.

v (meso-
DAP
arabinosa
galactosa)

Rhodococcus
Mycobacterium
Nocardia
Corynebacterium

Nocardiosis,
Actinomicetoma
Tuberculosis
Lepra
Tricomicosis axilar
Eritrasma

6. Thermomonosporaceae

Actinomicetos
pseudofilamentosos o
fragmentados. Esporas
en el interior de vainas.
Bacterias inmoviles y
muy sensibles al calor.

I (meso-
DAP
arabinosa
madurosa)

Nocardiopsis
Thermomonospora

Hipersensibilidad
respiratoria

7. Maduromycetaceae

Organismos resistentes
a altas temperaturas,
forman
pseudofilamentos ¥
esporas en el interior de
vainas que pueden
contener de 5 a 15
elementos de
resistencia

I (meso-
DAP
arabinosa
madurosa)

Actinomadura
Microbiospora

Micetoma
Pericarditis
Pleuritis

8. Streptomycetaceae

Actinomicetos
aerobios, habitan
debajo de la superficie
del  suelo, forman
pseudofilamentos poco
fragmentados. Son
organismos
esporulados que pueden
formar cadenas de
hasta 50 elementos de
resistencia

I (LL-DAP-
glicina)

Streptomyces
Intraesporangium
Nocardioides

Actinomicetoma

(Modificado de 13).

36




1.6.1.1. N. brasiliensis

Actinomiceto con desarrollo 6ptimo entre 30 y 37°C. Sobre agar dextrosa Sabouraud
(ADS) se desarrolla bien en un periodo entre ocho a 10 dias produciendo una colonia
rugosa, blanquecina, con d&reas amarillentas o anaranjadas; presenta pliegues en la
superficie y en ocasiones aspecto céreo; los cultivos de mas de 30 dias generalmente toman
un aspecto polvoriento. Al tacto es una colonia dura, dificil de desprender del medio de
cultivo.

Es parcialmente acido alcohol resistente, los frotis se pueden tefiir con la técnica de

Kinyoun, Fite o Gram, aunque con la tltima técnica los pseudofilamentos se tifien de

manera irregular.

El examen microscopico muestra pseudofilamentos de 1 pm de didmetro,
ramificados y fragmentados indistinguibles de los formados por otros actinomicetos.

Esta bacteria hidroliza la caseina, tirosina y se desarrolla en medios con escasa
concentracion de gelatina (Cuadro 3). Es una bacteria aerobia que puede obtener carbono a
partir de parafina, butirato, citrato y propionato; su desarrollo se inhibe en medios que

contengan 7% de NaCl (95).

1.6.1.2. N. asteroides (complejo)

Actualmente algunos autores prefieren referirse a este agente como un complejo
formado por N. asteroides, N. farcinica y N. nova, debido a que es dificil diferenciarlos
entre si (13, 94). A continuacién se describen de manera breve las principales
caracteristicas del agente sin mencionar las diferencias especificas entre las tres especies

del complejo.
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Se desarrolla bien en ADS a temperatura entre 25 y 37 °C. Las colonias son vellosas,
plisadas o rugosas con zonas granulosas. Después de 10 a 15 dias, los cultivos toman un
color anaranjado.

Los pseudofilamentos que la forman son de 1 pm de diametro; en cultivos de mas de
tres semanas tienden a fragmentarse. Se tifien de manera irregular tanto con la tincion de
Gram como con la de Z-N.

Por ser bacterias saprofitas se desarrollan sobre una gran cantidad de sustratos;
ademas de los habituales, es notable su capacidad para crecer en sustratos ricos en parafina,

asfalto o petréleo (95).

1.6.1.3. N. otitidiscaviarum

En medio de ADS, las colonias con desarrollo entre 7 a 10 dias, macroscopicamente
son semejantes a N. brasiliensis, pero en general son muy pulverulentas (aspecto de polvo
de gis).

Microscopicamente se observan pseudofilamentos muy fragmentados que originan
elementos bacilares o cocoides aislados. La tincion de Z-N es negativa excepto que los
cultivos se hayan desarrollado en agar de Lowenstein-Jensen (L-J)

La temperatura 6ptima de desarrollo es de 30°C; tiene escaso desarrollo a 40°C y

sobrevive solamente durante ocho horas a 50°C (92).

1.6.1.4. Actinomadura madurae

Actinomiceto que se desarrolla bien sobre ADS formando en dos o tres semanas una

colonia blanco amarillenta, de superficie plisada con aspecto cerebriforme.
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Los pseudofilamentos que forma son muy ramificados, Gram positivos y negativos a
la tincién de Z-N. Forman esporas en nimero variable (5 a 15) dentro de vainas.

Este organismo es habitante del suelo y se puede aislar mediante calentamiento del
material a 100 °C durante 15 minutos e inoculdndolo posteriormente en medio de cultivo

que contenga 5 pg de rifampicina/ml (95).

1.6.1.5. A. pelletieri

Sobre ADS a 37 °C se desarrolla en cuatro a siete dias, formando colonias de color
inicialmente rosa palido, torndndose en dos a tres semanas en un color rojo coral, aunque la
periferia permanece de color palido; son de consistencia dura, generalmente la superficie
tiene pliegues que incluso le dan un aspecto cerebriforme.

El estudio microscopico muestra pseudofilamentos ramificados de 0.5 a 1 um de

diametro. Son bacterias Gram positivas y no se tifien con la técnica de Z-N (95).

1.6.1.6. Streptomyces somaliensis
Es raro en México y muy frecuente en Somalia. Se desarrolla mejor a una
temperatura de 30 °C sobre medio de L-J, aunque también es util el medio ADS. La colonia

es evidente entre cuatro a 11 dias después de la inoculacion. Al principio es de color blanco

amarillenta y de consistencia blanda, pero al paso de las semanas se torna ocre o gris oscuro
de consistencia dura. Algunas cepas presentan pigmento gris que difunde al medio.

Los pseudofilamentos miden de 0.5 a 1 pum de didmetro, presentan escasa
ramificacion formando cadenas celulares con aspecto de artroconidios (54).

Las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de los principales agentes de

actinomicetoma, se presentan en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de los principales agentes de actinomicetoma

Agentes o Formacion de acido a partir de:
£
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N « )
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. E FRE 2 | 2 = 2
g8 8% El8|Z |2 |g|28 2|2 |8 |2 |22
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N. asteroides ” < = - + 5 R + - » . @) @) + o) @) @)
N. otitidiscaviarum = - + + + = R + = = = @) 0] -+ = O 0)
A. madurae + + = + = + S _ ) - i £ 0 i - 0 0
A. pelletieri + + i + 2 + S = = = = @) 9 O O @) @)
S. somaliensis + - - = - + S - - - - @) O @) = O (@)

Claves: (+) mas del 95%; (-) menos del 5%; (R) resistente; (S) sensible; (O) 0% de las cepas



De acuerdo con los datos publicados por Lopez-Martinez et al. en 1992 (59), en México la

frecuencia de los actinomicetales es la siguiente:

Nocardia brasiliensis 86.0 %
Actinomadura madurae 10.2 %
Streptomyces somaliensis 1.3%
N. asteroides 1.2%
A. pelletieri 0.5%
N. otitidiscaviarum 0.2%

1.6.2. Hongos causantes de micetoma

Los agentes son muy numerosos, McGinnis, en 1996 (71) recopil6 31 especies que
habian sido documentadas como agentes etiologicos de eumicetoma, sin embargo, este
nimero aumenta dia con dia. En el mundo, Madurella mycetomatis y M. grisea (hongos
dematiaceos) son los agentes mas frecuentes, pero otras especies como Scedosporium
apiospermum, Aspergillus sp. o Fusarium sp. (hongos de filamento hialino), son reportados
con cierta frecuencia por diversos autores (cuadro 5).

Los hongos dematiaceos forman granos negros visibles a simple vista, mientras que
los de filamento hialino forman granos blancos o blanco-amarillentos. Desde un punto de
vista taxonémico, los agentes de eumicetoma, se ubican en la Subdivision Ascomycotina
(hongos que cuando se reproducen sexualmente forman esporas dentro de estructuras
conocidas como ascas) y estan distribuidos en tres clases: Ascomycetes; Hyphomycetes y

Coelomycetes.
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Aunque se han hecho algunos intentos de identificar a los principales agentes de

eumicetoma utilizando la deteccion de enzimas mediante diversas pruebas bioquimicas

enzimaticas (78), actualmente la clasificacién taxonémica se basa principalmente en las

caracteristicas macro y microscopica de los cultivos. A continuacién se describen

brevemente las caracteristicas de los agentes mas frecuentes (67, 95).

Cuadro 5. Agentes principales de eumicetoma

HONGOS HIALINOS
Acremonium falciforme

A. recifei

A. kiliense

Aspergillus flavus

A. nidulans

Corynespora cassicola
Cylindrocarpon cyanescens
C. destructans

Fusarium spp.

F. moniliforme

F. solani

F. solani var. coeruleum

F. solani var. minus

F. oxysporum
Neotestudina rosatii
Polyceytella hominis
Scedosporium apiospermum
Scopulariopsis brumptii

(Modificado de 71).

HONGOS DEMATIACEOS
Curvularia geniculata

C. lunata

Exophiala jeanselmei
Leptosphaeria senegalensis
L. tompkinsii

Madurella mycetomatis

M. grisea

Plenodomus avramii
Phialophora verrucosa
Pseudochaetosphaeronema laense
Pyrenochaeta mackinnonii
P. romeroi

Hormonema sp.
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1.6.2.1. Madurella mycetomatis

Se desarrolla mejor a 37°C; forma colonias vellosas, plegadas y planas. Al principio
son de color blanquecino, pero pasadas dos o tres semanas toman un color ocre producido
por un pigmento marrén oscuro que difunde al medio de cultivo.

El examen microscopico del cultivo muestra filamentos pigmentados de color verde
oscuro u ocre, de 3 - 5 um de diametro, con algunos filamentos moniliformes que alcanzan
hasta 7 um; también se observan vesiculas que pueden alcanzar 15 a 20 pum.

En cultivos de mas de dos meses se pueden observar esclerocios, conidios
piriformes, aislados, originados a partir de conidi6éforos cortos y algunas fidlides pequefias

de las que se originan conidios de 2 - 3 pm de diametro.

1.6.2.2. M. grisea

Colonias de crecimiento lento; la temperatura Optima para su desarrollo es de
alrededor de 30°C. Forma colonias convexas, de superficie aterciopelada, de color verde
grisaceo. En cultivos sobre medio de agar papa dextrosa (APD), generalmente sélo se
observa el desarrollo de filamentos dematiaceos, sin estructuras reproductoras; algunas

cepas producen picnidios en escaso numero.

1.6.2.3. Exophiala jeanselmei
Colonias de crecimiento lento, de color negro, compactas, de superficie
aterciopelada y de color negro o gris oscuro. Al microscopio se observan hifas pigmentadas

de aspecto moniliforme, y forma anélides con racimos de conidios de tamafio variable (2 a

6 um de diametro).
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1.6.2.4. Acremonium spp.

Colonias de crecimiento lento, de aspecto velloso; el color varia entre blanco o
rosado. Producen pigmento rojo claramente visible en el reverso que difunde al medio. Las
hifas son hialinas de hasta 4 um de didmetro. A partir de los filamentos se forman
conidi6foros (fidlides) largos de los cuales se originan conidios que permanecen adheridos

por un material mucilaginoso formando cimulos caracteristicos.

1.6.2.5. Leptosphaeria senegalensis

Colonias vellosas de crecimiento rapido, generalmente de color gris oscuro en su
superficie y negro en el reverso. En medio de harina de maiz (HM) los cultivos de dos a
tres meses producen peritecios de 100 a 300 pm de diametro, que contienen ascas de 10 x

30 um conteniendo cada una ocho ascosporas

1.6.2.6. Pyrenochaeta romeroi

Hongo de crecimiento rapido, con una temperatura optima de desarrollo alrededor
de 30 °C. Forma colonias lanosas, de color gris oscuro o negro, con hifas pigmentadas. En
pocas semanas desarrolla gran cantidad de picnidios cuyas dimensiones van de 40 a 100 pm

en su eje menor, y de 50 a 130 um en el mayor. Este agente muestra grandes semejanzas

morfologicas con Madurella grisea.

1.6.2.7. Scedosporium apiospermum
Hongo de crecimiento rapido, en dos a tres dias inicia su desarrollo y las colonias

alcanzan 5 cm de didmetro en 10 dias. Se desarrolla mejor a temperaturas de entre 26 y
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37°C. Al principio las colonias son blancas, pero se tornan ligeramente grises al paso de los

dias; el reverso de las colonias toma un color ocre o gris.
Los filamentos son hialinos, con conidi6éforos de longitud variable que dan origen a
conidios piriformes tnicos de 3 x 5 pm de diametro. Cuando se reproduce sexualmente

produce peritecios, en cuyo caso adquiere el nombre de Pseudallescheria boydii.

45



1.7. DIAGNOSTICO
Actualmente, en medicina existen técnicas muy complejas para el diagndstico de las
enfermedades infecciosas; sin embargo, en este padecimiento la mayoria de las veces se

realiza por procedimientos tradicionales simples (58,95).

1.7.1. Laboratorio
1.7.1.1. Examen directo

La observacion del material purulento que drena a través de las fistulas permite
identificar los granos macroscopicos en los eumicetomas y, al examen microscépico, en la
mayoria de los actinomicetomas. Las caracteristicas morfolégicas de los granos entre las
que se encuentran el tamafio, forma, diametro de los filamentos o pseudofilamentos que los
forman, color, presencia de clavas o de flecos son auxiliares muy utiles para establecer la -
etiologia (figura 10). El estudio de estas caracteristicas nos permite tener una orientacion

muy clara sobre la etiologia fiingica o bacteriana del micetoma.

1.7.1.2. Cultivo
Cuando es posible, los granos de actinomicetales se mezclan y se lavan con solucién
salina isotonica (SSI), se centrifugan a 3000 rpm y posteriormente el sedimento se siembra

en ADS y en ADS con antibidticos; el desarrollo de la mayoria de los agentes se presenta

después de dos o tres semanas de incubacién a 25°C. Otro medio adecuado para su
desarrollo es el de Lowenstein-Jensen que se incuba en las mismas condiciones. Las
colonias tienen bordes bien definidos e irregulares, aspecto céreo o membranoso,
generalmente de superficie plegada, aunque las de N. ofitidiscaviarum tienden a ser

pulverulentas. Los cultivos de Nocardia spp. Son de color blanco amarillento o anaranjado
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Figura 10. Aspecto de los granos en el examen directo. A)
Granos macroscépicos de M. mycetomatis; B) Grano de M. grisea
donde se observan los filamentos septados que lo forman; C)
Grano de N. brasiliensis lobulado y con algunas clavas en la parte
superior; D) Grano de A. madurae donde se observan los “flecos”
caracteristicos en su periferia.
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(figura 11); las colonias de 4. madurae son blanco amarillentas, 4. pelletieri forma colonias
rojas y S. somaliensis tienen color oscuro, algunas casi negras. La identificacién precisa de
los agentes se realiza por medio de pruebas bioquimicas (cuadro 3).

Los granos de eumicetoma se siembran en ADS y ADS con antibiticos y se
incuban a 25°C. La velocidad de crecimiento es variable y depende de cada agente. Asi.
Fusarium spp, Aspergillus spp. o Scedosporium apiospermum se desarrollan en menos de
ocho dias; mientras que Madurella spp, Leptosphaeria sp y Pyrenochaeta romeroi son de -
crecimiento lento, es decir mas de tres semanas. La identificacion se realiza con base en sus
caracteristicas morfologicas macroscépicas y microscopicas; se requiere de personal muy

capacitado para distinguir las diferencias, muchas veces sutiles, entre los agentes (Figura

12).

1.7.2. Histologia

Cuando las biopsias se toman de sitios con gran actividad parasitaria, los granos de
todos los agentes se visualizan con relativa facilidad con la tincién de hematoxilina eosina

(H-E). Los granos formados por bacterias generalmente miden menos de 500 pm, excepto

A. madurae que puede medir varios milimetros. Los granos formados por hongos pueden
ser oscuros, algunos casi negros como los formados por Madurella spp, Leptosphaeria
senegalensis, Pyrenochaeta romeroi o Curvularia spp; mientras que Aspergillus spp,
Scedosporium apiospermum o Fusarium spp., dan origen a granos blancos.

La morfologia de la mayoria de los granos formados por actinomicetales, permite
identificar cuando menos el género del agente etioldgico (figura 13). Los granos formados

por hongos requieren un estudio morfolégico mas cuidadoso y generalmente sélo dan una
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aproximacion en la identificacion del agente por lo que se necesita el cultivo para la

identificacion taxonémica precisa (figura 14).

Figura 11. Aspecto macroscopico de colonias de Nocardia asteroides (izquierda) y N.

brasiliensis. Ambas rugosas, de aspecto céreo y resistentes al tacto. Habitualmente N.

asteroides es de color anaranjado mientras que N. brasiliensis tiende formar colonias
blancas con zonas amarillentas.
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Figura 12. Aspecto macroscopico de algunos agentes de
eumicetoma: A) M. grisea, B) M. mycetomatis, C) P.
romeroi, D) L. senegalensis



Figura 13. Granos de actinomicetoma. A) N. brasiliensis, generalmente de forma
arrifionada. B) A. pelletieri, se caracterizan por ser redondeados, estar fragmentados
en dos o tres partes y teiiirse de manera homogénea. C) S. somaliensis, tienen forma
ovalada y presentan estrias paralelas D) A. madurae, granos grandes con filamentos
perpendiculares en su periferia (flecos), areas tefiidas con mayor intensidad y
huecos en su interior.
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Figura 14. Granos de eumicetoma. A) Madurella mycetomatis, B)
Acremonium recifei, C) Leptosphaeria senegalensis, D) Aspergillus
nidulans. En todos se observan filamentos fungicos de 3 a 5 pm.
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1.7.3. Radiologia

Los estudios radiolégicos no permiten establecer el diagndstico preciso de esta
patologia, sin embargo, son de suma importancia para determinar el grado de afeccion 6sea
ademas de que permiten evaluar la respuesta terapéutica y emitir un pronéstico. En algunos
casos en que se considere realizar un procedimiento quirtirgico como parte del tratamiento
(principalmente en los eumicetomas), ayudara a decidir la magnitud de la amputacion.

Los cambios observables en estudios radioldgicos simples pueden ser en los casos

iniciales unicamente periostitis, o bien, destrucciones osteoliticas extensas con formacién
de geodas, destruccion de superficies articulares y lisis en huesos del pie que ocasionan el
aspecto de “caries”, datos conocidos desde las primeras descripciones del padecimiento y
que se presentan en pacientes con varios afos de evolucion (64, 67).

Otro estudio radiologico necesario, principalmente en los pacientes con mas de
cinco afos de evolucion del micetoma, es la arteriografia del 4rea afectada. El aumento de
volumen y la fibrosis, condicionan que algunas zonas del area afectada tengan un aporte

sanguineo deficiente, de tal manera que este procedimiento es un valioso auxiliar para el

prondstico.
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1.8. TRATAMIENTO

Debido a la posibilidad de que los micetomas sean causados por hongos o por
bacterias, antes de prescribir la terapéutica es indispensable conocer el tipo de agente causal
(micdtico o bacteriano); esto puede lograrse mediante a la observacion de las caracteristicas

de los granos en el examen directo y en el estudio histolégico.

1.8.1. Actinomicetoma

Como primera eleccion se debe emplear la combinaciéon de trimetoprim con
sulfametoxazol (TMP/SMX) en tabletas que contienen 800 mg y 160 mg respectivamente
cada 12 horas asociada a la administracion de 100 mg de diaminodifenilsulfona (DDS),
cada 24 horas. La mayoria de micetomas causados por actinomicetales responden a este
tratamiento y la mejoria es evidente después de dos meses de tratamiento (51).

Los pacientes deben ser valorados periédicamente debido a que estos medicamentos
pueden ocasionar diversos efectos adversos, entre los que se encuentran reacciones
medicamentosas graves a nivel cutaneo como es el sindrome de Stevens-Johnson, necrdlisis
epidérmica toxica, aplasia medular, anemia, intolerancia gastrica, alteraciones hepaticas,
etc.

Como segunda eleccion se emplea la asociacion de TMP/SMX a la dosis
mencionada previamente en forma continua, y agregando amikacina, aminoglucosido que
se administra por via intramuscular en ciclos de 21 dias de tratamiento a dosis de 7.5 mg/kg
de peso cada 12 horas. Entonces, se suspende el aminoglucésido durante ocho dias (114).
Ademas de las precauciones que se toman cuando se administran sulfas, se debe considerar
ahora el posible dafio renal o auditivo causado por la amikacina; por lo tanto, antes de

iniciar el tratamiento y después de cada ciclo de amikacina, se debe valorar la funcién de
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esos 6rganos. La curacién generalmente se alcanza con tres ciclos del aminoglucésido, pero
el TMP/SMX debe continuarse durante 12 a 24 meses de acuerdo con la evolucién clinica
(67,114).

Aunque el estudio de sensibilidad antibacteriana deberia ser una préctica habitual en
todas las cepas aisladas de casos de actinomicetoma, estos estudios generalmente no se
realizan, dando como resultado que se utilicen tratamientos basados unicamente en la
experiencia clinica. Estos esquemas de tratamiento (cuasiempiricos) generalmente mejoran
el estado del paciente, pero en caso de no haber respuesta, retrasan la curacion. Entre los
antibioticos utilizados en estas condiciones tenemos: tetraciclina (45), amoxicilina (35),
estreptomicina (117) o los antifimicos como la isonizida (51).

Desde los primeros estudios inmunoldgicos relacionados con actinomicetoma fue
evidente que algunos pacientes presentan inmunosupresién inespecifica severa, y no
responden al tratamiento médico aun cuando se les administren los antibiéticos adecuados
(37). En estos casos es necesario valorar la respuesta inmunolégica y dar los antibidticos
efectivos basados en un estudio de sensibilidad acompafiados de un esquema terapéutico
inmunomodulador, como puede ser la administracién de antigeno bacteriano y levamisol
con lo que se logré la curacion en solo dos meses de un paciente con actinomicetoma
causado por N. brasiliensis localizado en el abdomen, después de siete afios de evolucion
sin respuesta al tratamiento tradicional (80).

Se ha reportado la utilidad de la oxigenoterapia hiperbérica en el tratamiento de un
caso de micetoma sin afeccién Osea, causado por N. brasiliensis; el paciente presentd
mejoria a los cinco dias de tratamiento y las fistulas cicatrizaron un mes después del inicio

de la terapia (113).
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1.8.2. Eumicetoma

Este tipo de micetoma representa un grave problema de tratamiento, ya que no
existen drogas altamente especificas. Durante muchos afios la medida terapéutica empleada
con mayor frecuencia fut_e la amputacién de la extremidad afectada. Posteriormente se
hicieron ensayos con griseofulvina a dosis de 500 a 1000 mg por dia sin obtener curacién;
con base en estudios de sensibilidad in vitro la anfotericina B fue utilizada en el tratamiento
de micetomas causados por M. grisea y M. mycetomatis. En opiniéon de algunos
investigadores, la fibrosis caracteristica que rodea los granos de los agentes etioldgicos,
impide que se alcancen las concentraciones adecuadas para la curacion (66) y, en
consecuencia, el tratamiento no es efectivo. El advenimiento de los compuestos azdlicos
proporciond nuevas alternativas para el manejo de esta patologia, se hicieron pruebas con
ketoconazol solo (7) o asociado a cirugia; esta ultima alternativa mejoro el pronéstico de
manera substancial (3). En la tltima década, se ha utilizado el itraconazol a dosis de 300 a
400 mg por dia, reportandose algunos casos de curacion y otros con mejoria (89). Algunos
autores como Smith y Kutbi, mencionan que en casos de eumicetoma de corta evolucion la

cirugia acompafiada de tratamiento antimicotico es la unica posibilidad de curacion -

definitiva (104).

56



PARTE 2. INVESTIGACION

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios inmunoldgicos en pacientes con actinomicetoma realizados desde hace
varias décadas, sugieren que la respuesta de células T tiene una funcion relevante contra el
micetoma causado por Nocardia. Sin embargo, en el ser humano no se han estudiado la
produccion de citocinas que regulan el desarrollo de la respuesta celular, en particular las
citocinas que caracterizan las respuestas celulares Thl Y Th2, asi como tampoco las

subclases de IgG que caracterizan esos subtipos de respuesta.

2.2. HIPOTESIS

Los pacientes con micetoma presentan una respuesta inmune adaptativa celular tanto
in vivo como in vitro predominantemente del tipo Th2, mientras que los controles no

mostraran este predominio.
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2.3. OBJETIVOS
2.3.1. Objetivo general

Demostrar por medio del patrén de citocinas en cultivos de CMSP vy titulos de
subclases de IgG que los pacientes con actinomicetoma tienen una respuesta adaptativa
celular predominantemente del tipo Th2, conocimientos que ayudardn a comprender la

importancia de la respuesta inmune en la fisiopatogenia del padecimiento.

2.3.2 Objetivos particulares

- Determinar diferencias en la respuesta in vivo a intradermorreacciones con
candidina y PPD.

- Determinar tipo de respuesta celular adaptativa predominante (Thl o Th2) con
base en el perfil de citocinas liberado en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica de pacientes y controles.

- Determinar niveles de inmunoglobulinas y establecer correlaciones con el tipo de

respuesta celular adaptativa.
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2.4. DISENO DEL ESTUDIO
2.4.1. Tipo de estudio

- Observacional

- Prospectivo

- Transversal
2.4.2. Estudio de la respuesta inmune celular
2.4.2.1. Pacientes y controles

2.4.2.1.1. Pacientes. Se estudiaron 25 pacientes con actinomicetoma (19 hombres y
6 mujeres) sin tratamiento previo, de edades entre 11 y 70 afios (promedio 34.5 afios). El
diagnostico de micetoma por N. brasiliensis se establecio con base en un examen directo,
estudio histopatolégico, cultivo y pruebas fisiologicas. Los centros de atencidn de estos
pacientes fueron: Hospital General de México, SS; Centro Dermatologico “Ladislao de la
Pascua”, SS y Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

2.4.2.1.2. Controles. Diez individuos aparentemente sanos (5 hombres y 5 mujeres),
provenientes de las mismas zonas endémicas, de edades entre 20 y 44 afios (promedio 30.8
anos). Tanto pacientes como controles fueron informados del tipo de estudio que se
realizaria, mismo que no ponia en riesgo su salud en ninguna forma, y posteriormente _

firmaron una carta de consentimiento.

2.4.2.2. Material
2.4.2.2.1. Antigenos. Se utilizé un antigeno citoplasmatico crudo de N. brasiliensis
(NB) y cinco antigenos purificados derivados de NB (NB2, NB4, NB6, NB§, NB10).
2.4.2.2.2. Mitogenos. Fitohemaglutinina [PHA] (DIFCO) y PPD (Statens Serum

Institute).
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2.4.2.3. Obtencion de antigeno crudo de N. brasiliensis (NB)

La cepa 253 MM-UNAM de un paciente con actinomicetoma y mantenida por
subcultivos en agar dextrosa Sabouraud [SS] (Bioxon) fue inoculada en 4000 ml en medio
liquido de SS. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C en agitacion (100 rpm)
durante nueve dias (fase log del desarrollo). Al cultivo se le adicioné 0.8 g de timerosal en
solucién y se incubd durante 24 horas; se cosechd la masa bacteriana por filtracion en papel
Whatman N°]. La masa bacteriana fue colocada en un homogenizador de tejidos
(Biopsec®) y las células fueron rotas mediante 20 ciclos de un minuto cada uno, utilizando
perlas de vidrio de 0.5 mm. El producto obtenido fue centrifugado a 10 000 g durante 60
minutos a 10°C. Se separé el sobrenadante, se determind la concentracién de proteinas por

el método de Bradford (20) y se almaceno a 4°C.

2.4.2.4. Obtencion de fracciones de NB

Antes de la separacion de fracciones de NB por punto isoeléctrico, el antigeno crudo
(NB) fue dializado durante 24 h contra agua destilada (se realizaron tres cambios de agua).
Se tomaron alicuotas de 50 ml de NB dializado y se depositaron en la camara cilindrica de
un equipo BioRad Rotofor System®. El equipo fue puesto en marcha y mantenido en

operacion hasta que el voltaje entre anodo y catodo mostrado en la pantalla se estabiliz6

(alrededor tres a cuatro horas). Por medio de los accesorios del equipo se cosechaban 20
fracciones antigénicas mismas que fueron denominadas arbitrariamente NB1, NB2, ...
NB20. A cada fraccién se le determiné la concentracion de proteinas y el pH, y fueron

almacenadas a -70°C hasta su uso para los ensayos de proliferacion (figuras 15 y 16).
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Figura 15. Obtencion de antigenos de N. brasiliensis

N. brasiliensis
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2.4.2.5. Intradermorreacciones

A los pacientes y a los controles se les aplicé por via intradérmica, en el antebrazo
izquierdo, 0.1 ml de candidina (Laboratorio de Micologia Bésica, Facultad de Medicina,
UNAM lote HE-1034) y separado por al menos 10 cm se aplic6 también 0.1 ml de PPD
(Stantens Serum Institute, Dinamarca). La lectura se hizo a las 48 horas midiendo el

diametro de la induracién

2.4.2.6. Ensayos de proliferacion celular

A todos los individuos seleccionados para el estudio se les tomaron 20 ml de sangre
periférica que fueron depositados en tubos conteniendo 500 U de heparina. La muestra de
sangre se diluy6 1:2 con medio RPMI-1640® (GIBCO-BRL); 20 ml de esta sangre fueron
colocados en tubos que contenian 15 ml de Histopaque (SIGMA) y se centrifugaron a 1300
rpm/30 minutos (Multifuge 3 LR, Heraeus®). Se separ6 la interfase que contenia las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y éstas se lavaron tres veces con
solucion balanceada de Hanks [HBSS] (GIBCO); cada lavado consistié en centrifugar
durante 10 minutos a 1300 rpm, eliminar el sobrenadante y resuspender las células en un
volumen de 50 ml de HBSS. Utilizando una camara de Newbawer, se ajusté la
concentracion a 1.1x10° CMSP/ml de RPMI-1640 suplementado con 10% de plasma
autodlogo, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina (Gibco) y 2 mM de L-
glutamina (Gibco). Con las CMSP obtenidas de cinco pacientes, se realizaron ensayos
piloto de proliferaciéon celular utilizando los 20 derivados antigénicos obtenidos
previamente. Como mitégeno inespecifico se empled en unos pozos PHA como antigeno de
control PPD. En una ensayo previo, se determindé que la concentracién Optima para la

proliferacion celular era de 10 pg/ml, todos los antigenos fueron diluidos en RPMI-1640.
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Se observé que la proliferacién celular era minima cuando las CMSP se estimulaban con
las fracciones antigénicas NB 10 a 20, por lo que éstas fueron descartadas para continuar el
trabajo.

De cada paciente y de cada sujeto control se prepararon dos placas, una de 96 pozos
conteniendo cada uno 200 pl y otra placa de 24 pozos conteniendo cada uno 1000 pl de
suspension de CMSP por pozo. La primera placa se utilizo para cuantificar la proliferacion
celular después de siete dias de incubacion y la segunda permitié obtener sobrenadante en
cantidad suficiente (700 pl/pozo) para la cuantificacion de las interleucinas liberadas. Los
cultivos se incubaron durante 6 dias en ambiente de CO; al 5%, 37°C y humedad 100%. De
cada pozo se colectaron 100 pl de sobrenadante y se adicionaron 20 pl de solucién de *H-
timidina (Amersham) a una concentracién de 1pCi/ml. Las placas se incubaron durante 24
horas, se cosecharon las células en papel filtro y se midié la incorporacién de *H-timidina

en un contador de centelleo (Beckman® LS6000SE).

2.4.2.7. Determinacion de niveles de citocinas
Se realizaron utilizando 100 pl del sobrenadante de cultivos de CMSP en placas de
96 pozos. Se cuantificaron IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y. Se emplearon equipos

comerciales que utilizan la técnica de ELISA (Cytoscreen® Biosurce International).

(Figura 17)

2.4.3. Estudio de respuesta inmune humoral
2.4.3.1. Pacientes y controles.
Se estudi6 la concentracién de IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4 e IgM en plasma de 25

pacientes con actinomicetoma y de 25 controles provenientes de zonas endémicas.
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2.4.3.2. Plasma
Para la determinacion de inmunoglobulinas, se utilizo el plasma diluido 1:2 en
medio RPMI-1640® obtenido después de centrifugar las muestras de sangre empleadas

para los ensayos de proliferacion celular.

2.4.3.3. Antigenos
Se emplearon los mismos antigenos de N. brasiliensis utilizados para la

proliferacién de CMSP (NB, NB2, NB4, NB6, NB8 Y NB10); como control se utilizo PPD.

Figura 16. Equipo Rotofor® para obtener derivados del antigeno de Nocardia brasiliensis
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Figura 17. Procesamiento de muestras de sangre de pacientes y controles para la
determinacion de inmunoglobulinas, proliferacion celular y determinacion de
citocinas

Determinacion de
inmunoglobulinas.

Y.

20 ml de sangre periférica

Determinacion de citocinas
(TNF-a).

1. Dilucion con RPMI.

2. Adicion a tubos con F-H.
3. Centrifugado.

4. Lavado con HBSS.

5. Separacion de CMNS y
del plasma.
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2.4.3.4. Procedimiento
La determinacién de inmunoglobulinas (IgM, 1gGl, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) se hizo
mediante la técnica de ELISA (111) y de manera sucinta la metodologia fue la siguiente:

1. Ajustar la concentracion de los antigenos (NB, NB2, NB4, NB6, NB8 y
NB10) a 10 pg/ml en RPMI-1640.

2. Sensibilizar las placas con 100 pl de cada antigeno en buffer de carbonatos
(0.1 M, pH 9.5) e incubar a 4°C durante toda la noche.

3. Decantar el sobrenadante y lavar las placas en tres ocasiones con PBS
(150mM, pH 7.2).

3. Bloquear agregando 300 pl/pozo de una solucién de suero fetal bovino
(CFS) 10% disuelto en PBS-Tween 0.5%. Incubar durante 60 minutos a temperatura
ambiente.

4. Lavar durante un minuto con PBS-Tween 0.5% (cuatro lavados).

5. Agregar 100 pl/pozo de los sueros de pacientes y controles a una dilucion
1:100 (determinada previamente). Incubar 60 minutos a temperatura ambiente.

6. Decantar y lavar de igual forma que en paso 4.

7. Agregar 100 pl/pozo de conjugado peroxidasa (anticuerpo monoclonal '
murino anti IgG fraccién completa humana [Zymed Lab®]), dilucién 1:1000
disuelta en PBS-Tween e incubar | h a temperatura ambiente. Repetir paso 6.

8. Agregar 100 pul/pozo de tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma).

9. Incubar 30 minutos en obscuridad a temperatura ambiente.

10. Frenar reaccion con 50 pl/pozo de H,SO4 2.5 N.

11. Leer a una longitud de onda de 450 nm y graficar resultados.
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2.4.4. Métodos estadisticos

Los resultados fueron graficados utilizando promedio, mediana, percentil 25 y
percentil 75. Para determinar la significancia de las diferencias entre ambos grupos se
utilizo la prueba U de MannWhitney (programa de SPSS v10®), considerando que cuando
se trata de eventos biologicos de alta variabilidad, un valor p < 0.05 es estadisticamente

significativo.
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PARTE 3. RESULTADOS

3.1. ANTIGENOS

El antigeno crudo (NB) tuvo una concentracion de proteinas de 125 pg /100 pl. Las
fracciones empleadas (NB2, NB4, NB6, NB8 y NB10), presentaron pH variable (2.8 la
primera y 6.9 la tltima). La concentracion de proteinas en cada uno de estos derivados fue

30, 69, 83, 28 y 19 ng/100ul respectivamente (figura 18).
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Figura 18. Concentracion de proteinas y pH de las 20 fracciones antigénicas
obtenidas a partir del antigeno crudo de Nocardia brasiliensis.

68



3.2. INTRADERMORREACCIONES

Los 25 sujetos control tuvieron una respuesta positiva a la aplicacion del PPD; el
diametro promedio de la induracién fue 8.8 mm, mientras que esta reaccion fue negativa en
ocho de los pacientes estudiados, cinco de ellos sin ninguna induracién y tres mas con areas
induradas de tres y cuatro mm. El promedio de induracién inducida por PPD en los 25
pacientes con actinomicetoma fue de 4.1 mm. Por el contrario, la respuesta a la candidina
fue mucho mayor en los pacientes que en los controles con una induracién promedio de
14.6 mm para los primeros y 8.9 para los segundos. Los resultados de ambos antigenos

presentaron una diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos (figura 19).

Figura 19. Respuesta intradérmica a candidina y PPD en pacientes
con actinomicetoma y controles (n = 25).
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Los extremos de las lineas representan el percentil 75 y 25 respectivamente; la marca transversal representa
la mediana. Con los dos antigenos, la comparacion entre ambos grupos dio un valor p = 0.000.
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3.3. PROLIFERACION CELULAR

Cuando se compar6 el grado de proliferacion celular entre pacientes y controles

(figura 20) manifestada por la captacion de * H-timidina (cpm), se observé positiva con

todos los antigenos, con un ligero predominio en el grupo de pacientes. Los antigenos PHA

y NB6 tuvieron un valor de p = 0.05 y 0.028 respectivamente. El control negativo tuvo un

valor p=0.47.

Figura 20. Proliferacion celular de CMSP de pacientes
con actinomicetoma y controles (n= 25).
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Valores de p: PHA 0.004; PPD 0.300; NB 0.157; NB2 0.773; NB4 0.805; NB6 0.028; NB8 0.103; NB10 0.457

NOTA: A cada valor de los pacientes y los controles se le resté el valor obtenido cuando las células no fueron

estimuladas (pozos control).
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3.4. CITOCINAS

Los cultivos de CMSP de los sujetos control no produjeron IL-4 con ninguno de los
antigenos empleados para estimular las células. En el sobrenadante de los cultivos celulares
de pacientes se detectaron cantidades variables de esta citosina. Las células estimuladas con
PHA tuvieron 10.14 pg/ml y 4.7 pg/ml las células estimuladas con PPD; los antigenos de .
brasiliensis indujeron cantidades variables entre esas dos concentraciones (cuadro 6).

Cuadro 6. Liberacion de IL-4 en cultivos de CMSP de pacientes con
actinomicetoma y controles sanos.

ANTIGENO PACIENTES CONTROLES
(pg/ml)
PHA 10.14 0.0
PPD 4.72 0.0
NB 5.80 0.0
NB2 5.58 0.0
NB4 5.93 0.0
NB6 7.37 0.0
NBS 6.86 0.0
NB10 6.14 0.0

En relacién a IL-10, en las células estimuladas con PHA, la produccién de esta
interleucina fue de aproximadamente 400 pg/ml en ambos grupos, mientras que los
antigenos crudo y semipurificados de Nocardia, indujeron la liberacién de esta linfocina en

concentraciones menores a 150 pg/ml (figura 21).
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Los resultados obtenidos de IL-12 muestran que en los cultivos de pacientes y de
controles no hubo produccion, con un promedio de 38 pg/ml de sobrenadante de los
cultivos de pacientes estimulados con NB2, mientras que, con los antigenos NB6 y NB8 la
produccion en los controles fue mayor; sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.

La produccion de IFN-y fue significativamente mayor en el sobrenadante de los
cultivos del grupo control (figura 22). La diferencia fue particularmente notable cuando las
células fueron estimuladas con Nb2, Nb4, Nb6 y NBS8, antigenos que indujeron una
concentracion dos veces mayor en los cultivos de controles comparados con los pacientes
con un valor de p = 0.001, 0.011 y 0.001 respectivamente. Por el contrario, la produccién
de TNF-a fue mayor en los cultivos de pacientes que en los controles con todos los
antigenos de Nocardia. Las mayores diferencias se observaron cuando las células fueron

estimuladas con NB y NB2, con un valor de p < 0.05 (figura 23).

Figura 21. Liberacion de IL-10 en cultivos de CMSP de pacientes
con actinomicetoma y controles (n=25).
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Valores de p: PHA 0.393; PPD 0.035; NB 0.004; NB2 0.035; NB4 0.105; NB6 0.481; NB8 0.393; NB10 0.853.
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Figura 22. Liberacion de IFN-y en cultivos de CMSP de pacientes
con actinomicetoma y controles.
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Valores de p: PHA 0.684; PPD 0.481; NB 0.795; NB2 0.001; NB4 0.011; NB6 0.000; NB8 0.075; NB10 0.353.

Figura 23. Liberacion de TNF-a en cultivos de CMSP de pacientes
con actinomicetoma y controles.
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Valores de p: PHA 0.000; PPD 0.035; NB 0.001; NB2 0.009; NB4 0.105; NB6 0.280; NB8 0.247; NB10 0.029.
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3.5. INMUNOGLOBULINAS

Como se observa en la figura 24, todas las subclases de IgG se detectaron en mayor
cantidad en el suero de los pacientes que en el suero de los controles con los seis antigenos
probados. Los niveles de IgG1 fueron mayores en los sueros de los pacientes con los cinco
primeros antigenos (NB, NB2, NB4, NB6 y NB8) que en los sueros de los controles. En
todos estos casos, los casos los valores de p fueron inferiores a 0.05; cuando las CMSP -
fueron estimuladas con NB10, los niveles de esta inmunoglobulina fueron casi idénticos sin
presentar diferencia estadisticamente significativa con una p= 0.861 (figura 24).

En relaciéon con 1gG2, la diferencia entre ambos grupos fue variable. Las diferencia

maximas se presentaron en las células estimuladas con NB2 y NB4, en los que el valor de p
0.001 en ambos casos. Con los antigenos NB6 y NB10, no se detectd diferencia con
significancia estadistica, los valores fueron p = 0.076 y 0.781 respectivamente (figura 25).

Con excepcion del antigeno NB6, los niveles de [gG3 fueron notablemente mas
elevados en los sueros de los pacientes comparados con los controles. La cantidad de esta
inmunoglobulina fue mucho mayor en los pacientes que en los controles principalmente
con NB, NB4 y NB8 con p= 0.000 (figura 26).

En el suero de los pacientes se observaron valores muy elevados de 1gG4 en
presencia de todos los antigenos cuyas lecturas fueron entre dos y cuatro veces superiores a
los obtenidos en los controles. La prueba de U de MannWhitney dio un valor p = 0.000 con
todos los antigenos probados (figura 27).

Los niveles de IgM fueron semejantes entre pacientes y controles con NB, NB2,
NB4 y NB10 donde los valores de p > 0.05. La reactividad de los antigenos NB6 y NBS,
mostré cantidades mayores con los sueros de los pacientes con un valor de p= 0.008 (figura

28).
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Figura 24. Niveles de IgG1 en pacientes con
actinomicetoma y controles (n=25).
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Figura 25. Niveles de IgG2 en pacientes con
actinomicetoma y controles (n=25).
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Figura 26. Niveles de IgG3 en pacientes con
actinomicetoma y controles (n=25).
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Figura 27. Niveles de IgG4 en pacientes con
actinomicetoma y controles (n=25).
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D. 0.2 490 nm

Figura 28. Niveles de IgM en pacientes con
actinomicetoma y controles (n=25).
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PARTE 4. DISCUSION Y CONCLUSIONES
4.1. DISCUSION

A pesar de que la primera descripcion del micetoma fue realizada hace mas de 3000
afios (30), los estudios sobre la fisiopatogenia iniciaron hace apenas algunas décadas y hoy
en dia atn se desconocen muchos aspectos de la respuesta inmune en la evolucion de este
padecimiento.

Histéricamente, la aplicacion intradérmica de candidina y PPD ha sido de mucha
utilidad para establecer el prondstico de varios padecimientos infecciosos; los resultados
obtenidos mediante la aplicacion de PPD en este estudio, confirman los resultados
publicados por Gonzalez-Ochoa et al. en 1962 (41) y Ortiz-Ortiz et al. 1972 (87) que
demuestran que los pacientes con actinomicetoma tienen una respuesta disminuida hacia
los antigenos de M. tuberculosis, microorganismo ubicado en el mismo orden taxondémico
que N. brasiliensis.

La induracién ocasionada por la aplicacién intradérmica de candidina que fue mayor
en pacientes que en controles sanos podria deberse a la colonizacion de las fistulas por
levaduras del género Candida, como lo refiere el Dr. Alejandro Palma [UAM Xochimilco]
(comunicacion personal), quien estudié pacientes con actinomicetoma causado por 4.
madurae y aislé frecuentemente esta levadura en los casos por él observados; sin embargo,
Abadalla ef al. en 1998 (2), refieren que en casos de eumicetoma, hay asociacién frecuente
con bacterias como Staphylococcus aureus, Streptococcus piogenes y Proteus mirabilis,

pero no refieren levaduras del género Candida. Otra probable explicacion es que N.

brasiliensis y C. albicans compartan algunos antigenos que estén ocasionando reaccién

cruzada. En los cultivos de las muestras en este estudio no se desarrollaron colonias de
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hongos ni de bacterias, por lo tanto, demostrar una u otra posibilidad requiere la
realizacion de nuevas investigaciones.

La proliferacion de CMSP inducida por los antigenos utilizados, fue mayor en los
pacientes comparados con la proliferacion en controles, resultando més evidente cuando las
células fueron estimuladas con PHA. Este resultado indica que una de las primeras fases de
la respuesta inmune adquirida, el “reconocimiento antigénico” por las células de los
pacientes. se realiza de manera normal. En un estudio similar utilizando células obtenidas
de bazo de ratones, Salinas-Carmona et al en 1999 (97), reportaron que la proliferacion a
las tres semanas postinoculacion es mayor que la observada en los ratones no inoculados;
después de dos meses de evolucion la proliferacion fue similar en ambos grupos.

En diversos estudios se ha demostrado que IL-4 esta ligada a la activacion de células
B en respuestas tipo Th2 e inhibicion de respuesta Thl (47). En ensayos in vitro utilizando
antigenos de M. leprae en cultivos de CMSP se demostré que esta citocina ejerce ademas
un efecto inmunomodulador sobre IL-10 (101), provocando un incremento de TNF-c.
Aunque en bajas concentraciones, IL-4 se detectd en los sobrenadantes de CMSP de los
pacientes estimulados con todos los antigenos, mientras que estuvo ausente en los cultivos
de los controles. Los pacientes con micetoma tuvieron bajos niveles de IL-10 y mayor
liberacion de TNF-a que los controles; estos resultados podrian indicar una
inmunomodulacion semejante a la ejercida por otros Actinomicetales.

Se puede asumir que la disminucién de liberacion de IL-10 (figura 21), se debe
directamente al efecto de los antigenos de Nocardia, ya que la PHA utilizada como control
positivo provoco una liberacion importante de este mediador tanto en los pacientes como en

los controles. Diversas publicaciones mencionan que IL-10 induce una disminucién de
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IFN-y (29,101) y de IL-12 (84). Este efecto no se presenté en la poblacién estudiada; los
niveles de IL-10 fueron bajos en ambos grupos de estudio, pero la produccién de IFN-y fue
normal en los cultivos de controles y baja en los cultivos de los pacientes con micetoma;
mientras que IL-12 fue negativa en pacientes y en controles.

La induccién de IFN-y por IL-12 ha sido demostrada en modelos experimentales
por diversos autores como Trinchieri en 1995 (107) y corroborados afios después por
Mentink y Mosser (81). En este estudio, el IFN-y estuvo disminuido sélo en los cultivos de
pacientes, este resultado sugiere que la induccion de IFN-y es multifactorial como lo
proponen Magram et al. (65).

En las enfermedades infecciosas el IFN-y, entre otras funciones, induce la
proliferacion de clonas de linfocitos Th1, activa macréfagos y reduce la produccién de otras
interleucinas de respuesta Th2 como IL-4, IL-10 (60). En los pacientes con leishmaniosis
severa se ha demostrado que existen bajos niveles de esta interleucina, favoreciendo la
progresion de la enfermedad (81). La produccion de IFN-y fue notablemente menor en los

pacientes con micetoma por N. brasiliensis que en los controles. Los pacientes de este

estudio tenian micetomas de larga evolucién; es posible que, como ocurrié en el modelo
murino estudiado por Salinas-Carmona et al. (97) quienes detectaron un aumento de esta
citocina a los cuatro dias postinfeccién con N. brasiliensis, después de la infeccion haya un
aumento importante de IFN-y y posteriormente se presente una disminucién de esta
citocina.

El TNF-a es producido por macréfagos, células asesinas naturales, linfocitos B o
incluso, linfocitos T e indica cronicidad de un proceso infeccioso (49). En el presente

estudio, la producciéon de TNF-a fue mayor en los cultivos de pacientes que en los sujetos
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control; este hecho fue mas evidente cuando las células fueron estimuladas con PPD y con
NB. En los pacientes con micetoma probablemente el aumento de TNF-a se deba a una
respuesta inespecifica, dada la evolucién crénica de este padecimiento y la liberacién
continua de antigenos a los tejidos afectados.

En relacién a la concentracion sérica de las inmunoglobulinas, histéricamente ha
sido muy atil como herramienta de diagnéstico y/o pronéstico de muchas enfermedades
infecciosas micoticas o bacterianas; por ejemplo, en la histoplasmosis y coccidioidomicosis
desde hace algunas décadas se sabe que el aumento constante de inmunoglobulina G se
asocia con diseminacion de la enfermedad (103). En 1988 Cole et al. (24), reportaron el
aislamiento de una glucoproteina de la pared de las esférulas de Coccidioides immitis que
estimula en pacientes la produccion de concentraciones elevadas de IgG (sin mencionar
subclases), lo que probablemente induce una respuesta inmune celular deficiente. En las
infecciones diseminadas y cronicas causadas por bacterias como Mycobacterium leprae y
M. tuberculosis, los pacientes también presentan elevados titulos de inmunoglobulinas las
cuales no tienen efecto protector y un predominio de IL-4 e IL-10 (83).

En enfermedades infecciosas, como la tuberculosis o la lepra en sus formas
anergicas, se ha demostrado que el suero de pacientes aplicados sobre linfocitos o
macrofagos ocasiona que estas células realicen sus funciones de manera deficiente. Estas

mismas células cuando son tratadas con suero proveniente de personas normales, recuperan

su capacidad de respuesta normal (74). En otros trabajos se demostré que el efecto
inhibitorio que tenia el suero de los pacientes con tuberculosis y reaccién intradérmica
negativa a PPD era especifico (73) A pesar de la demostracion de esta inmunosupresion, en

la mayoria de los casos no se proponia una explicacion de dicho fenémeno, pero tomando
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en cuenta la proximidad filogenético del agente de tuberculosis y N. brasiliensis es posible
que este efecto inhibidor también lo ocasione esta ultima.
Como resultado de las investigaciones que reportaron la existencia de subclases de

inmunoglobulinas (85), en algunas patologias diseminadas o crénicas, es importante

documentar no sélo el aumento o la disminucién de las clases de anticuerpos, sino también
determinar la subclase predominante o deficiente. Asi, se ha demostrado que personas que
sufren infecciones frecuentes con bacterias capsuladas, generalmente presentan niveles
séricos bajos de IgG2 (99).

Estudios recientes en humanos relacionan las subclases de IgG con los tipos de
respuesta celular. Es un hecho ampliamente demostrado que el IFN-y induce una respuesta
celular principalmente tipo Thl, con mayor sintesis de IgGl e IgG3, mientras que la
respuesta celular tipo Th2, provoca aumento importante en IgG4, IgM e IgE (48).

En algunas parasitosis como las filariasis, Hussain R er al, en 1987 (46),
demostraron que la concentracion de las subclases de IgG variaban de acuerdo con la
evolucion: IgG4 aumenta hasta 17 veces en los pacientes asintomaticos con microfilarias
circulantes, comparados con los niveles correspondientes en pacientes con elefantiasis. En
esta misma parasitosis, Atmadja et al., en 1995, encontraron que los niveles de 1gG4

disminuian después del tratamiento, lo que podria indicar que los antigenos liberados por

los parasitos ejercen un efecto inmunomodulador. Resultados diferentes se observaron en
pacientes con leishmaniasis visceral donde estudios de las subclases de IgG antes y después
de tratamiento con antimoniales, mostraron que la IgG1 es predominante tanto antes como
después del tratamiento (5).

En modelos murinos, Nussbaun et al. (86), estudiaron la concentracion de subclases

de IgG originadas como respuesta a infeccion experimental por Cryptococcus neoformans.
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Los resultados mostraron que los ratones que padecian formas graves de la enfermedad
producian elevadas cantidades de IgG3. Esta subclase se une al mismo sitio que IgG1, pero
IgG3 no fija complemento por lo que la destruccion del hongo no se lleva a cabo de manera
adecuada.

Recientemente Singhvi ef al. estudiaron la concentracion de IgM, IgG e IgA en
suero de pacientes con actinomicetoma causado por A. madurae, A. pelletieri y S.
somaliensis, y eumicetoma causado por M. mycetomatis. Los resultados mostraron que la
concentracion de inmunoglobulinas varia considerablemente de acuerdo con el agente
etiologico. En los micetomas causados por M. mycetomatis y por A. pelletieri se produce un
aumento estadisticamente significativo de estas inmunoglobulinas, mientras que los titulos
en los pacientes afectados por A. madurae y S. somaliensis son iguales a los del grupo
control (102).

El aumento en los niveles de inmunoglobulinas agrava la evoluciéon del micetoma,
hecho demostrado desde hace varios afios en los trabajos publicados por Ximenez ef al.
(116), quienes administraron inmunoglobulinas por via parenteral a grupos de animales
previamente inoculados con Nocardia, resultando con infecciones mds graves y
diseminadas que los animales control.

Resultados mads recientes (97) demostraron que los ratones inoculados
experimentalmente con agentes de micetoma, presentan un incremento constante de
inmunoglobulinas, principalmente de IgG a partir del dia 14 de postinfeccion; este aumento
de anticuerpos no ocasiona ninguna mejoria en la evolucién del micetoma.

La mayoria de estudios sobre inmunoglobulinas y micetoma prestan mas atencion a
la IgG total. Es importante mencionar el reporte de Salinas-Carmona y Pérez-Rivera (96)

acerca del efecto protector que ejerce la IgM al evitar la produccién de micetoma en
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modelo murino. En este trabajo, la concentracién de IgM especifica fue mayor en los

pacientes que en los controles, particularmente con los antigenos NB6 yNB8 sin que en este

hecho de observacién influye en la evolucién de los casos.

El tratamiento actual del actinomicetoma consiste en la administracion de DDS
asociado a TMT/SMX (Hay, 1992). La DDS, ademas de su efecto antibacteriano directo
por inhibicién de sintesis de folatos, modifica la capacidad de fagocitosis de neutréfilos
polimorfonucleares y macréfagos (115). La importancia de la inmunomodulacién
ocasionada por la DDS durante el tratamiento del micetoma no ha sido establecida.

Un hecho fortuito, pero relevante en relacion con la terapéutica e importancia de la
inmunomodulacion para el tratamiento del actinomicetoma, surgié durante el tiempo en que
se desarroll6 esta investigacion. En el Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI se
recibié un paciente con actinomicetoma causado por N. brasiliensis resistente a todos los
esquemas terapéuticos recomendados. La cepa aislada fue enviada al Instituto Pasteur de
Paris para estudio de sensibilidad; mientras tanto, al paciente se le realizaron estudios para
valorar su capacidad fagocitica. Los resultados de ambos estudios fueron que la cepa
aislada presentaba resistencia a gran niimero de antibidticos. El estudio inmunolégico de
capacidad fagocitica, con la técnica de nitroazul de tetrazolio, permitié detectar una

disminucién de 50% de la capacidad fagocitica del paciente. Con base en estos resultados,

se propuso un nuevo esquema de tratamiento que consisti0 en la administracién de b
cefotaxima y amikacina, como antibacterianos, y el wuso combinado dos
inmunomoduladores inespecificos; el primero, levamisol (estimulante inespecifico de la
fagocitosis) a dosis de 300 mg cada semana por dos meses y, el segundo, un antigeno

bacteriano formado por Staphycoloccus aureus y S. epidermitis muertos por calor y
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posteriormente lisados. Los resultados fueron excelentes pues en sélo dos meses se logré la

curacion de una patologia de varios afios de evolucién. (80).
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4.2. CONCLUSIONES

La fase de reconocimiento y presentacién de Nocardia brasiliensis en pacientes con
actinomicetoma se realiza de manera normal como lo demuestra la proliferacién celular que
fue igual en ambos grupos.

La respuesta inmune celular de los pacientes con actinomicetoma es principalmente
de tipo Th2, con una pobre respuesta de tipo Thl. Esta desviacion es ocasionada por los
antigenos de N. brasiliensis empleados, ya que con PHA y PPD, la respuesta es normal.

El perfil de produccion de IgG, refuerza el punto anterior ya que IgG4 fue la

subclase que presentd los mayores titulos séricos.

4.3. PERSPECTIVAS

- Realizar estudio comparativo longitudinal de citocinas y proliferacién celular en pacientes -

con actinomicetoma activo y pacientes curados.

- Valorar la utilidad de los niveles de citocinas como indicadores prondsticos y/o curacién
del actinomicetoma.

- Valorar en estudio controlado comparativo la utilidad de incluir inmunomoduladores
como parte del tratamiento del actinomicetoma.

- Estudiar la respuesta inmune innata en pacientes con actinomicetoma en donde sobresalen
por su importancia y actualidad investigaciones sobre interaccién de PAMPs y TLRs de

macrofagos y otras células de los pacientes.
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Abstract

IFN-y, TNF-a, IL-4, IL10 and IL-12 concentrations in the supernatant of peripheral blood mononuclear
cell (PBMC) cultures and the in vitro proliferation of PBMC were studied in 25 patients with actinomy-
cetoma caused by Nocardia brasiliensis and in 10 healthy controls from endemic zones. Cell cultures were
stimulated by a N. brasiliensis crude cytoplasmic antigen (NB) and five semi-purified protein fractions
(NB2. NB4, NB6, NB8, and NB10) separated by isoelectric. Phytohemagglutinin (PHA) and purified
protein derivative (PPD) of Mycobacterium tuberculosis were used as control antigens. Skin tests were
performed by injecting 0.1 ml of candidin and PPD intradermally (ID). Patients showed a poor response to
tuberculin, while their response to candidin was more than two fold greater than that observed in the
controls. Cell proliferation showed no statistically significant differences in either group. IFN-y production
was higher in the healthy controls than in the patients, whereas TNF-a secretion was slightly higher in the
patients’ cultures. IL-4 was detected in the patients’ cultures but not in the controls. IL-10 and IL-12 were
present at low concentrations in both groups. These results suggest that patients with actinomycetoma
show normal antigen recognition, but with low IFN-y production, and higher concentrations of IL-4, IL-10

and TNF-z in the patients” PBMC cultures, indicating that they probably have a Th2 type of immune
response.

Key words: actinomycetoma, cytokines, lymphocyte proliferation, Nocardia brasiliensis

Introduction included in the Nocardia, Actinomadura and

Streptomyces genera; all of them have the tendency
to form pseudofilaments. In Mexico the most fre-
quent agents are N. brasiliensis and A. madurae;

Mycetoma is a subcutaneous and chronic
infection whose etiologic agents are fungus

(eumycetoma) or bacteria (actinomycetoma) [I,
2]. In America, particularly in Mexico, most of
cases are actinomycetoma due to Nocardia
brasiliensis [3].

The actinomycetoma agents are aerobic bacilli
from the Actinomycetales Order and they are

less frequently, N. asteroides, N. otitidis-caviarum,
A. pelletieri and S somaliensis [4] are isolated. The
Actinomycetales Order also comprises Mycobac-
terium tuberculosis and M. leprae, bacteria which
share morphological and physiological character-
istics with Nocardia [5).
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The predisposing factors to mycetoma are not
clearly known; throughout history some have
been considered, such as sex, as men are more
affected than women [6]; the kind of work,
attacking in general peasants or people with
agricultural activities [7]; nutrition, generally in
different levels of deficiency [8); endocrinopathies
such as hypothyroidism [9]; environmental con-
ditions such as tropical and subtropical climate
areas located between the tropics of Cancer and
Capricorn [10].

In spite of the above mentioned factors in
which research has been successful and which
partially explain the high incidence of such
pathology in underdeveloped countries, it is
interesting to point out that not all the inhabitants
of the endemic zones suffer the disease, although
they share work, social, economic and sex condi-
tions. A crucial factor in establishing and devel-
oping infectious diseases, in the case of
actinomycetoma is doubtlessly the kind and
quality of the immune response.

For a long time many aspects of the immune
response in the mycetoma patient have been
explored. In 1962, Gonzalez-Ochoa et al. [11]
published several studies about the immune
response in patients with actinomycetoma caused
by N. brasiliensis showing by skin tests (ST) with
nocardin and tuberculin that the positive reactors
had the best prognosis, while high titers of com-
plement fixing antibodies and precipitins were
generally associated with more severe disease as
well as to negative response to treatment. Similar
results were obtained in 1977 by Mahgoub et al.
[12] who studied African patients with eumyce-
toma and actinomycetoma.

Later Ortiz-Ortiz et al. showed that in patients,
as well as in laboratory animals, the cellular
hypersensitivity to N. brasiliensis crude or purified
antigens was associated with a good prognosis in
actinomycetoma evolution [13-15). In a compar-
ative study, Rico et al. [I6] found that mice inoc-
ulated with N. brasiliensis and depleted of B
lymphocytes had better prognosis in the develop-
ment of mycetoma than the controls with normal
cell numbers; this result suggests that the humoral
immune response is not protective and that the
presence of antibodies may aggravate the disease
evolution.

In nocardiosis, caused mainly by N. asteroides,
the pathophysiology has been extensively studied.

Beaman et al. [17] and Demm et al. [18] demon-
strated that protection against the disseminated
infection and death of the athymic mice is given by
the T cells; injection of specific anti-N. asteroides
antibodies causes dissemination and death in a
short time.

In 1999 Salinas-Carmona et al. [19] studied
cellular proliferation, immunoglobulin produc-
tion, and some cytokine concentrations in mono-
nuclear cell cultures of mice inoculated with
N. brasiliensis; these mice had a remarkable
increase in IFN-1 production and a moderate
increase in IL-4, IL-6 and IL-10. The lymphocyte
proliferation was detected from the seventh day
after inoculation until the 60th day.

In spite of the advances in the knowledge of
some immunological aspects about human and
experimental actinomycetoma, studies on lym-
phocyte proliferation and cytokine production
have not been carried out; these should identify
immunological changes that would give us a better
understanding of the disease pathogenesis.

The aim of this work was to compare cytokine
production and lymphocyte proliferation in
patients with actinomycetoma caused by N. bra-
siliensis and healthy individuals.

Patients and methods

Patients. 25 patients with actinomycetoma (20
men and 5 women) without previous treatment,
from 11 to 70 years old (average 34.5 years) were
studied. Diagnosis of mycetoma by N. brasiliensis
was based on direct examination, histopathology
study, culture and physiological tests. The hos-
pital centres where studies were carried out were:
Hospital General de México and Centro Der-
matologico *‘Ladislao de la Pascua™ from Sec-
retaria de Salud (SS), and Hospital de
Especialidades, Centro Meédico Nacional Siglo
XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS).

Healthy controls: Ten healthy individuals (five
men and five women) coming from endemic zones,
between 20 and 44 years old (average age
30.8 years) were included. Patients and healthy
persons were informed about the kind of study in
which they would take part, and that it would not
risk their health in any way. Afterwards they
signed a letter of agreement.
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Skin tests: 0.1 ml of candidin (Laboratorio de
Micologia Basica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad Nacional Autonoma de Mexico, lot HE-
1034) and tuberculin (Statens Serum Institute,
Denmark) was injected intradermally to the
patients and to the control group. The induration
diameter was measured after 48 h.

Antigens and mitogens: For cellular prolifera-
tion assays, the N. brasiliensis crude antigen (NB)
was used, as well as five antigenic fractions from
NB (NB2, NB4, NB6, NB8, NBI10), phytohe-
magglutinin  [PHA] (DIFCO) and tuberculin
(Statens Serum Institute).

N. brasiliensis crude antigen: Strain 253 MM-
UNAM - isolated from a patient with actinomy-
cetoma and conserved by subculture in Sabouraud
dextrose agar (Bioxon) - was inoculated in 400 ml
of Sabouraud dextrose broth. The culture was
incubated at 37 °C, with stirring (100 rpm) for
9 days (log phase of growth). After this period,
0.8 g of thimerosal (Sigma) in solution was added
and incubated for 24 h; the bacterial mass was
collected by filtration in Whatman N° | paper. The
bacterial mass was put into a tissue homogenizer
(Biopsec®) and the cells were broken with 0.5 mm
glass beads (20 cycles of 1 min). The obtained
product was centrifuged at 10,000 rpm for 60 min
at 10 °C. The supernatant which constituted the
crude N. brasiliensis antigen was, the protein
concentration by the Bradford method [20], it was
stored collected, and after determination of at
4°C.

Production of NB [ractions: The NB antigen
was dialyzed for 3 h against distilled water before
separating the protein [ractions according to their
isoelectric point. Aliquots of 50 ml were run in
the BioRad Rotofor System® at 12 V until volt-
age stabilization occurred. Twenty antigenic
fractions named NBI, NB2,..., NB20 were
obtained. The protein concentration and pH of
each fraction were also determined, and the
fractions were kept at =70 °C until use in cell
proliferation assays.

Cell proliferation assays: 20 ml of peripheral
blood from both patient and control groups under
study were colected in tubes containing 500 U
heparin; After a 1/2 dilution with RPMI-1640
medium (GIBCO-BRL), 20 ml of this mixture
were deposited into tubes containing [5 ml Hist-
opaque (Sigma); the mixture was centrifuged to
1300 rpm for 30 min (Multifuge 3 LR, Heraeus®).
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The intermediate phase containing the peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) was separated
and washed three times with Hanks' balanced salt
solution [HBSS] (GIBCO); each washing was done
by stirring for 10 min at 1300 rpm; the superna-
tant was discarded and the cells were resuspended
in | ml of growth medium (RPMI-1640 supple-
mented with 10% autologous plasma [100 U/ml of
penicillin, 100 mg/ml of streptomycin (GIBCO)
and 2 mM L-glutamine (GIBCO)]) HBSS. Using a
haemocytometer, the concentration was adjusted
to 1.1 x 10 PBMC/ml of growth medium. With
the PBMC obtained from five patients, cell pro-
liferation pilot assays were carried out using the 20
NB antigenic fractions derivatives previously
obtained, as well as PHA and tuberculin, In these
assays the optimal cellular proliferation was
observed at 10 ug protein/ml. This protein con-
centration was similar to another previously
studied in our laboratory [21]. Cell proliferation
was minimal when PBMC were stimulated with
the antigenic fractions NB 10 to 20; which were
therefore discarded for subsequent experiments.

Two plates (96 and 24 wells) from each member
of patient and control groups were prepared by
depositing 200 or 1000 xl of PBMC suspension per
well, respectively. The first micro plate was used to
quantify the cellular proliferation after 7 days of
incubation and the second one, to quantify the
cytokine production. The cultures were incubated
for 6 days in 5% CO,, 37 °C at constant humidity;
100 ul supernatant were collected from each well
and 20 ul of *H-Thymidine (I 4Ci/ml Amersham)
were added. Cultures were harvested 24 h later
using a cell harvester (Tomtec®) and counting was
performed with a scintillation ‘counter (Beckman
LS6000SE).

Cytokine quantification: 100 ul of supernatant
from the PBMC culture were used to quantify IL-
4, IL-10, IL-12, TNF-2 and IFN-y by ELISA
technique (Cytoscreen™ Biosource International).

Statistical analysis: The U Mann-Whitney test
was used; the p value for discontinuous variables
was obtained. Differences were considered signifi-
cant at p value < 0.05.

Results

Characteristics ol antigens obtained from N. bra-
siliensis: The protein concentrations of all tested
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antigens were different: crude antigen NB had
1.25 ug/ml; fractions isoelectric focusing showed
variable protein concentrations ranging between
0.1 and | mg/ml. The pH also was variable, 2.2 for
fraction | and 11.1 for fraction 20. A pilot study of
cell proliferation performed with all fractions
allowed five semi-purified fractions (NB2, NB4,
NB6, NB8, and NB10) whose protein concentra-
tions of 0.17, 0.5, 1, 0.47 and 0.19 mg/ml, respec-
tively to be selected for subsequent study since
they induced the highest responses.

Intradermal reaction of patients and control
group: All control subjects except one had a
positive response to tuberculin (93%) and the
average induration diameter was 9.8 mm, while
this reaction was positive in 8 out of 15 patients
(53%) with an average induration diameter of
6.9 mm. In contrast, the response to candidin was
positive in both groups, but the average induration
was greater in the patients group (14.5 mm versus
8.9 mm in diameter). This difference was statisti-
cally significant.

Antigen recognition: All the antigens were
processed and induced cellular proliferation in
both groups with predominance in patients
(Table 1). The PHA mitogen and NB6 antigen
fraction induced a higher response from the
patients’ cells with p values of 0.05 and 0.028,
respectively,

Cytokine profiles: The PBMC from the control
group did not produce IL-4 when stimulated by
any tested antigen; while the patients' PBMC pro-
duced variable but low quantities of this cytokine;
the average quantities were 10.14 pg/ml with PHA,

Table 1, Cell proliferation assay in PBMC of actinomycctoma
patients and control group

Antigen Controls (n = 10) Paticnts (n = 25)
PHA 2588 + 676 4725 + 2330
PPD 1685 £ 660 2629 + 2533
NB 1230 £ 531 2145 £ 2376
NB2 1733 + 1043 2343 + 2899
NB4 1924 + 918 2021 = 1154
NB6 1053 %+ 674 1921 £ 1001
NBS 891 &+ 339 1336 £ 776
NBI10 1056 + 551 1075 + 8i2

Cell proliferation in actinomyceloma paticnts compared with
healthy controls. Only cells stimulated with PHA and NB6 gave
a significant staustically resultss PHA, p = 0.05; NB6,
p = 0.02 values was similar. The cellular proliferation is given
in counts per minute (cpm).

and 4.7 pg/ml with tuberculin; the other antigens
induced concentrations between these two values.

When the cells were stimulated by PHA, the IL-
10 production was approximately 400 pg/ml in
both groups, while the Nocardia crude and semi-
purified antigens induced the liberation of this
lymphokine in concentrations close to 150 pg/ml
(Figure 1).

IL-12 production was poor in both groups
with; a mean of 38 pg/ml in patients’ culture
supernatant when stimulated by NB2, whereas it
was higher in the control group with the NB6 and
NBE8 antigens, however, the differences were not
statistically significant,

IFN-y production was significantly higher in
the control group than in the patients group. This
difference was particularly remarkable when the
cells were stimulated with the NB2, NB4 and NB6
antigens with a twofold increase in the control
group compared with those of the patients
(p=0.001, 0.011 and 0.001 values respectively)
(Figure 2). In contrast, the TNF-x production was
higher in the patients than in the control group
with all the Nocardia antigens tested. The greatest
differences were observed when the cells were
stimulated by NB and NB2 (p < 0.05) (Figure 3).
The main results obtained in the immune response
in subjects with and without mycetoma are sum-
marized in Table 2.

Discussion

Although mycetoma was first described more than
3,000 years ago [22], the studies on physiopathol-
ogy began only some decades ago and even now-
adays many aspects about the immune response on
the evolution of disease are unknown.

Our results of skin test are in agreement with
data published by Gonzilez-Ochoa et al. [11] and
Ortiz-Ortiz and Bojalil [13] showing that patients
with actinomycetoma have a poor response Lo
PPD, an antigen obtained from M. tuberculosis
which is closely related with N. brasiliensis. How-
ever, it was surprising to observe that the candidin
induced a higher response in the patients than in
the control group in spite of both groups being
positive to the skin test. An explanation could be
the colonization of sinus tracts by yeasts of Can-
dida genus producing in patients a immunological
reinforcement, as observed by Palma A (personal
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Figure 1. IL-10 production by PBMC from actinomycetoma patients and healthy controls. Low levels of IL-10 in both groups are
observed probably induced by N. brasiliensis antigens. With PPD, NB and NB2, the differences were statistically significant (p = 0.034;
0.005 and 0.034 respectively). The highest point on the line represents the 75% percentile, the lowest point the 25% percentile, the
transversal line the median, and the height of the bar is the mean of each group.

] control
[ ] Patients

| Wm all THmM

PHA PHA PPD PPD NB NB NB2 NB2 NB4 NB4 NB6 NB6 NBS NBS NB10 NB10
Antigen fractions

Figure 2. IFN-y production by PBMC from actinomycetoma patients and healthy controls. In patients there was a remarkable
decrease of IFN-y production mainly when cells were stimulated by NB2, NB4 and NB6 antigen fractions (p = 0.001, 0.013 and 0.001
respectively). The highest point on the line represents the percentile 75%, the lowest point the percentile 25%, the transversal line the

median, and the height of the bar, is the mean.

communication) who studied patients with
actinomycetoma caused by A. madurae and iso-
lated this yeast from lesions. Another probable
explanation is that N. brasiliensis and C. albicans
share some antigens responsible for cross reac-
tions. However, additional experiments are
required to confirm these hypothesis.

The PBMC proliferation induced by the stimuli
was higher in patients compared with the control
group, particularly when cells were stimulated by
PHA. This observation indicates that the patients’
cells are capable of proliferating normally. In a
similar study using cells obtained from the spleen
of mice, Salinas-Carmona et al. [19] reported that
3 weeks post-inoculation, proliferation was higher

than that observed in non-inoculated mice; after
2 months of evolution, the proliferation results
were similar in both groups.

Several studies have shown that 1L-4 is linked
to B cell activation with induction of Th2 type
responses and, inhibition of Thl type responses
[23]. When M. leprae antigens were used in PBMC
culture ‘this cytokine was demonstrated to have an
immunoregulatory effect on IL-10 [24] and to
induce TNF-x secretion. Even in low concentra-
tions IL-4 was detected in the patients’ PBMC
supernatants stimulated by all the antigens and by
PHA, while it was absent in the control group
cultures. Patients with mycetoma had low levels of
IL-10 and higher levels of TNF-o than the control
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Figure 3. TNF-x production by PBMC from actinomycetoma patients and healthy controls. PHA induced decreased TNF-x pro-
duction by patients’ cells; by contrast, a moderate increase is observed in the production of this cytokine by the cells of patients when
cells were stimulated by most of the other antigens. These results were statistically significant (PHA, p = 0.000; PPD, p = 0.034; NB,
p=001; NB2, p=0.01 and NBI0, p = 0.028). The highest point on the line represents the percentile 75%, the lowest point the
percentile 25%, the transversal line the median, and the height of the bar, is the average.

Table 2. Results of skin reaction and cytokine production in
actinomycetoma patients and healthy control group

Variable Control Patienis
Candidin + + + o+
Tuberculin + + +
PBMC St 2 ++ -k
proliferation

IFN-y +++ *
TNF-z ++ + + +
IL-4 - +
IL-10 + +

(=) Negative; (+) Weak response; (+ +) Moderate response;
(+ + <+ ) Strong response.

group; these results could indicate an immuno-
regulation similar to that induced by other
Actinomycetales [25].

It can be assumed that the lowering of IL-10 is
due directly to the effect of the Nocardia and
M. tuberculosis antigens since the mitogen PHA,
used as a positive control, produced good secre-
tion of this mediator in patients as well as in the
control group. Some studies indicate that IL-10
induces a decrease in both IFN-y [24, 26] and
IL-12 [27]. This effect was not present in our popu-
lation: IL-10 levels were low in culture superna-
tants from both groups, but IFN-y production was
normal in controls and low in patients, while IL-12
production was not detectable in both patients and
controls. Induction of IFN-y by IL-12 has been
demonstrated by several authors in experimental

models [28, 29]. In this study, IFN-y was lower
only in the patients suggesting that induction of
this cytokine is multifactorial as proposed by
Magram et al. [30].

In infectious diseases IFN-y, among other
functions, induces Thl lymphocyte proliferation,
activates macrophages and reduces the production
of other interleukins of the Th2 response such as
IL-4, and IL-10 [31]. Low levels of this interleukin
may favor the disease progression as it has been
demonstrated in patients with severe leishmaniasis
[27]. The IFN-y production was remarkably lower
in patients with N. brasiliensis mycetoma than in
the controls. Patients in this study had a long
evolution of mycetoma; it seems likely that, as it
occurred happened in the murine model studied by
Salinas-Carmona et al. [19], there is an increase in
IFN-y at the beginning of the human infection
followed by a decrease in the production of this
cytokine with the progression of the disease.

TNF-2 is produced by macrophages, natural
killer cells, B lymphocytes and T lymphocytes, and
it indicates a chronic infection process [32]. In this
study the TNF-x production was higher in the
patients than in the control group; this fact was
more evident when the cells were stimulated by
tuberculin and NB. In mycetoma patients the
TNF-z increase could be due to an unspecific
response as a result of chronic disease with con-
tinuous liberation of antigens.

Considering the levels of IFN-y, IL-4 and
TNF-« and the poor response to tuberculin, it can
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be concluded that patients with active actinomy-
cetoma have a deficient Thl response and an effi-
cient Th2 response (Table 2). However, further
studies are needed actinomycetoma and to deter-
mine the production of other cytokines.

Currently, the drugs of choice in actinomyce-
toma treatment are diaminediphenyl sulphone
(DDS) in combination with trimetoprim sulfa-
methoxazole (TMZ) [33]. It is known that DDS, in
addition to its direct antibacterial effect by inhibi-
tion of folate synthesis, modulates the immune
response modifying phagocytosis and the cellular
destruction of polymorphonuclear neutrophils and
macrophages [34]. The importance of immuno-
modulation during mycetoma treatment has not
been established; however, it is possible that it may
be useful as demonstrated in one case where a
patientwitha 7 year history of actinomycetoma was
resistant to multiple treatments. Because the patient
showed poor phagocytosis, a bacterial antigen and
levamisol were supplied in addition to amikacin and
cefotaxime combined, achieving a cure in 2 months
without relapse in the following 4 years [35]. Addi-
tional research on the immune responses of actino-
mycetoma patient will establish the basis on which
specific immunoregulators should be included as
part of these patients treatment.
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RESUMEN

Considerando que algunos autores han reportado un aumento en la cantidad de algunas inmunoglobulinas en los
pacientes con actinomicetoma, en este trabajo nos propusimos determinar diferencias en la produccion de 1gG1,
IgG2, 1gG3, IgG4 e IgM en 25 pacientes con actinomicetoma por Nocardia brasiliensis y 25 personas sanas prove-
nientes de una zona endémica de micetoma. La determinacion de inmunoglobulinas se realizé por medio de la
técnica de ELISA. Para sensibilizar las placas se emplearon 6 antigenos de N. brasiliensis: un antigeno crudo
denominado NB y cinco derivados del mismo (NB2, NB4, NB6, NB8 y NB10) separados por punto isoeléctrico. Los
niveles de las cuatro subclases de IgG fueron mayores en los sueros de los pacientes que en el suero de los
controles, con una diferencia maxima en 1gG3 e 1gG4; para esla ultima subclase, los seis antigenos fueron altamente
reaclivos. La concentracion de IgM fue igual en ambos grupos. Es probable que como ocurre en otras infecciones, en
la fisiopatogenia del actinomicetoma influya no solo el aumento o deficiencia de una clase de inmunoglobulina, sino
la relacion que existe entre las diferentes subclases.

Palabras clave: actinomicetoma, Nocardia brasiliensis, inmunoglobulinas.

SUMMARY

Immunoglobulins in patients with Nocardia brasiliensis actinomycetoma. Considering that some authors have
reported an increasing of some immunoglobulins in actinomycetoma patients, in this study we propose to determine
differential production of 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 and IgGM in 25 patients with actinomycetoma and 25 healthy
individuals from a mycetoma endemic area. Immunoglobulins were determined by ELISA technique. To sensibilize
the plates, six Nocardia brasiliensis antigens were used: a crude antigen denominated NB and five derivatives (NB2,
NB4, NB6, NBB and NB10) oblained by their iscelectric point. Results showed that all IgG subclasses were higher in
the patients’ sera than in control sera, with a maximal difference to IgG3 and IgG4. To the latter subclass, six antigens
were highly reactives. IgM levels were similar in both groups. As it occurs in other infections, in the actinomycetoma
pathogenesis probably participate the increase or deficiency ol a determined immunoglobulin class, as well as the
relationship between different subclasses.

Key words: actinomycetoma, Nocardia brasiliensis, immunoglobulins.

INTRODUCCION

De manera general se acepta que la respuesta
inmunoldgica es de suma importancia en |a fisiopatogenia
del micetoma, sin embargo, los estudios realizados has-
ta el momento no son suficientes para definir los meca-
nismos de defensa y su participacion en el desarrollo de
la enfermedad. Los agentes etiolégicos del micetoma
pueden ser hongos o bacterias y las especies de cada
grupo scn numerosas: seis de Actinomicetales (1) y
aproximadamente 31 especies de hongos (2). Debido al
gran numero de agentes y la variabilidad antigénica que
existe entre ellos, los resultados de los estudios inmunolé-

gicos in vitro o in vivo realizados con uno o varios de los
agentes no necesariamenle son aplicables en lodos ellos.
A nivel mundial, México es el pais que tiene el mayor
numero de casos de actinomicetoma causado por
Nocardia brasiliensis (3, 4). Las primeras investigacio-
nes de la inmunidad en pacientes con actinomicetoma
por N. brasiliensis, fueron realizadas por Gonzalez-Ochoa
et al. (5), quienes utilizaron la prueba de fijacion de com-
plemento y encontraron que los pacientes con titulos de
anticuerpos elevados tenian mal pronostico, mientras que
los pacientes con respuesta positiva a antigenos aplica-
dos por via intradérmica vy titulos bajos de anticuerpos
presentaban una rapida curacion, 109
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En 1977 Mahgoub et al. (6) estudiaron la concentra-
cidn sérica de 1gG, IgM e IgA en un grupo de 22 pacientes
con micetoma y 20 conltroles; encontraron mayor concen-
tracion de IgG en el suero de los controles que en el de los
pacientes, mientras que en la IgM y en la IgA tuvieron
concenlraciones mas elevadas en los pacienles. A pesar
de tener altas concentraciones de IgM, esta inmunoglo-
bulina parecia no tener un efecto protector en los pacien-
tes, ya que éslos presenlaban una progresién constante
de la enfermedad. Los mismos autores publicaron que los
litulos de anticuerpos fijadores de complemento vy los
anlicuerpos precipitantes estan elevados duranle el
micetoma activo y desaparecen con la curacion (7).

En la década de los 70s, Natvigy Kunkel (8) publica-
ron una revision sobre los isotipos de inmunoglobulinas
y las subclases de cada una de ellas. Eslos autores des-
cribieron la existencia de dos subclases de IgA (IlgAxl e
IgAw2) y cualro subclases de inmunoglobulina G (IgG1,
1gG2, IgG3 e IgG4). La mayor parte de IgM se encuentra
en forma de molécula penlamérica, aunque se pueden
encontrar monomeros los cuales no se consideran
subclases de la misma. En esa revision, aungue los au-
lores suponen que la existencia de subclases indicaba
diversidad en la funcion de cada isotipo de inmuno-
globulina, no describen asociaciones directas entre in-
fecciones y subclases de eslas moléculas.

Como resultado de las investigaciones que reporta-
ron la existencia de subclases de inmunoglobulinas, en
algunas palologias diseminadas o crénicas, es impor-
tanle documentar el aumento o la disminucion de las cla-
ses de anlicuerpo y también determinar la subclase pre-
dominante o deficiente; asi, personas que sufren infec-
ciones frecuentes con bacterias capsuladas, generalmen-
te presentan niveles séricos bajos de IgG2 (16). En la
filariasis, Hussain R et al. (7) demostraron que la con-
cenlracion de las subclases de igG variaban de acuerdo
a la evolucion: 1IgG4 aumenta hasta 17 veces en los pa-
cienles asintomalicos con microfilarias circulantes, com-
parados con los niveles correspondientes en pacienles
con elefantiasis. En esta misma parasitosis, Atmadia et
al. (1) encontraron que los niveles de IgG4 disminuian
despues del tratamiento, lo que podria indicar que los
antigenos liberados por los parasitos ejercen un efecto
inmunomodulador.

Los estudios en humanos demuestran que las
subclases de IgG se producen en canlidades diferentes
dependiendo del antigeno que induce la respuesla in-
mune; por ejemplo, antigenos polisacaridicos inducen
preferentemente la sintesis de IgG1 e IgG2, mienlras que
los antigenos virales inducen I1gG3 e I1gG4 (9). En 1996
Nussbaum et al. (10) demosltraron, en un modelo murino,
que los anticuerpos de la subclase 1gG3 originados con-
tra un anligeno capsular de Cryptococcus neoformans
para el cual no son eficientes, impiden la unidn al mismo
epitope de los anticuerpos de la subclase IgG1 que son
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proteclores contra la infeccion por este agente, estable-
ciendo asi una inhibicién competitiva.

Hasta el momenlo, los estudios de las inmuno-
globulinas en el micetoma se han enfocado a determinar
la concenlracidon lotal de los diferentes isotipos de
inmunoglobulinas por medio de técnicas de inmunopre-
¢ipitacion utilizando antigenos crudos. Sin embargo, en
el caso del aclinomicetoma por N. brasiliensis, es proba-
ble que alguno o varios de los antigenos producidos por
esle actinomiceto induzcan la produccion especifica de
alguna subclase de IgG que impida montar una respues-
ta proteclora adecuada.

El objetivo de esle estudio fue determinar los niveles
séricos de IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4 e IgM en un grupo de
pacienles con aclinomicetoma causado por N. brasiliensis
utilizando antigenos semipurificados y compararlos con
los niveles de las mismas inmunoglobulinas de un grupo
de individuos sanos procedentes de la misma zona en-
démica de micetoma que los pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y controles

Se estudiaron 25 pacientes (6 mujeres y 19 hombres) con
actinomicetoma sin tratamiento previo, en quienes por medio
de examen directo, estudio histologico, cultivo y pruebas fisiold-
gicas de las colonias desarrolladas, se determing que el agente
causal era N. brasiliensis; como grupo control, se estudiaron 25
personas adultas, aparentemente sanas, sin antecedentes de
micetoma. Tanto los pacientes como los controles eran origina-
rios del estado de Morelos, México.

Antigenos

El antigeno crudo de N. brasiliensis iue obtenido de la cepa 253
MM-UNAM, crecida en caldo dextrosa Sabouraud a 25 °C en
agitacion, durante 9 dias (fase log). La masa bacteriana fue
cosechada por filtracion y sometida a 20 ciclos de agitacion con
perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro, de un minuto cada uno,
en un homogenizador de tejidos (Biopsec®). El producto obteni-
do fue colocado en tubos de 50 ml y centriflugado a 10,000 g
durante 60 minutos a 10 °C. El sobrenadante fue dializado con-
tra agua destilada estéril durante 8 h; se determing la concen-

Tabla 1. Concentracion de proteinas y pH de los
antigenos de Nocardia brasiliensis® empleados

Antigeno Proteina (pg /100mi) pH
NB 125 ND
NB2 301 2,79
NB4 68,95 3,94
NB6 83,00 537
NB8 27,70 6,25
NB10 18,80 6,87

* Los antigenos se obtuvieron de cullivos de 6 dias de
incubacion (fase log de crecimiento), en caldo dextrosa
Sabouraud, en agitacién (80 rpm), a 20°C

ND = no delerminado
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tracion de proteinas por el método de Bradford (11) y se alma-
ceno a 4 "C. De este material denominado antigeno crudo (NB),
se obtuvieron 20 fracciones separadas de acuerdo a su punto
isoeléctrico mediante un equipo Rotofor”. A cada una de ellas,
se le determinod la concentracion de proteinas. Se realizé un
estudio preliminar (12) de proliferacion in vitro utilizando células
mononucieares de sangre periférica de pacientes con actino-
micetoma empleando las 20 fracciones antigénicas. Los resul-
tados mostraron que la proliferacion celular fue mayor con las
primeras diez fracciones, las mismas que mostraron la concen-
tracion de proteinas mas elevada; al no encontrar diferencias
significativas entre las fracciones pares e impares, para los es-
tudios de inmunoglobulinas se eligieron las primeras y se deno-
minaron NB2, NB4, NB6, NB8 y NB10 (Cuadro 1).

De cada sujeto de ambos grupos, se obtuvieron 5 ml de san-
gre periférica, se separo el suero y se determinaron los niveles
de IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4 e IgM por la técnica de ELISA (13).
Inicialmente se realizo una cinélica para determinar la concentra-
cion optima de los antigenos y la dilucion de los sueros; el resul-
tado de este estudio fue 10 Y g/ml de antigeno y una dilucion de
1:100 de suero. Las placas fueron sensibilizadas con los antigenos
correspondientes y mantenidas a 4 °C durante toda la noche; se
adiciono el suero y se incubo durante 1 ha 37 °C; posteriormente
se agrego el conjugado (anticuerpo monoclonal murino Zymed
Lab”) a una dilucion de 1:1000. Las placas fueron reveladas con
tetrametilbenzidina (Sigma) y se leyeron a una longitud de onda
de 450 nm. Los resultados fueron graficados utilizando prome-
dio, mediana, percentil 25 y percentil 75. Para determinar la
significancia de las diferencias entre ambos grupos se utilizo Ia
prueba U de Mann-Whitney (programa de SPSS v107), conside-
rando que cuando se trata de eventos bioiogicos de alta vaniabi-
lidad, un valor p d< 0,05 es estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Como se observa en la Figura 1, lodas las subclases
de 1gG se detectaron en mayor cantidad en el suero de
los pacientes que en el suero de los controles con los
seis antigenos probados.

Los niveles de IgG1 fueron mayores en los sueros de
los pacientes con los cinco primeros antigenos (NB, NB2,
NB4, NB6 y NBB) que en los sueros de los controles; con
el antigeno NB10, no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p= 0,861).

En relacion a 1gG2, la diferencia entre ambos grupos
fue variable. Las lecturas de inmunoglobulina contra NB2
fueron 60% mas elevados en suero de los pacientes que
en los sueros de los controles. Con los antigenos NB6 y
NB10, no se detectaron diferencias con significancia es-
tadistica (p = 0,076 y 0,781 respectivamente).

Excepto con NB6, los niveles de IgG3 fueron notable-
mente mas elevados en los sueros de los pacientes com-
parados con los controles, sobre todo con NB y NB4 que
tuvieron niveles superiores tres y dos veces respectiva-
mente.

En el suero de los pacientes se observaron valores
muy elevados de IgG4 en presencia de todos los
antigenos cuyas lecturas fueron entre dos y cuatro ve-
ces superiores a |los obtenidos en los controles. La prue-
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« Nota: La barras corresponden al promedio de las muestras analizadas por friplicado; iqs extremos de las lineas
verticales representan los percentiles 25 y 75, y las lineas horizontales indican la mediana.

Figura 1. Niveles de subclases de IgG en 25 pacientes con actinomicetoma causado por Nocardia brasiliensis

y 25 controles sanos
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ba de U de Mann-Whitney dio un valor p de cero con
todos los antigenos probados lo que indica una gran di-
ferencia en ambos grupos.

Los niveles de IgM fueron semejantes entre pacien-
tes y controles con la mayoria de antigenos: NB, NB2,
NB4, NB10 cuyos valores de p, fueron mayores a 0,05;
mientras que Unicamente los antigenos NB6 y NB8 mos-
traron diferencias significativas entre pacientes y contro-
les con un valor p = 0,008 en ambos casos.

DISCUSION

La determinacion de titulos o concentracion sérica de
las inmunoglobulinas histdricamente ha sido muy Uutil
como herramienta de diagnéstico y/o prondstico de mu-
chas enfermedades infecciosas micdticas o bacterianas;
por ejemplo, en la histoplasmosis y coccidioidomicosis
desde hace algunas décadas se sabe que el aumento
constante de inmunoglobulina G se asocia con disemi-
nacion de la enlermedad (14). Cole et al. en 1988 (15),
reportaron el aislamiento de una glucoproteina de la pa-
red de las esférulas de Coccidioides immitis que estimu-
la la respuesta de tipo Th2, con elevadas concentracio-
nes de inmunoglobulinas en pacientes, induciendo asi
una respuesta inmune celular deficiente. En las infeccio-
nes diseminadas y cronicas causadas por bacterias como
Mycobacterium leprae, y M. tuberculosis, los pacienles
también presentan una respuesta tipo Th2 con predomi-
nio de IL-4, IL-10 (186) con elevados titulos de inmunoglo-
bulinas las cuales no tienen efecto protector.

Como resultado de las investigaciones que reporta-
ron la existencia de subclases de inmunoglobulinas, en
algunas patologias diseminadas o cronicas, es impor-
tante documentar el aumento o la disminucidn de las cla-
ses de anticuerpo y también determinar la subclase pre-
dominante o deficiente; asi, personas que sufren infec-
ciones frecuentes con baclerias capsuladas, generalmen-
le presentan niveles séricos bajos de 1gG2 (17). En la
flilariasis, Hussain R et al. (18) demostraron que la con-
centracion de las subclases de IgG variaban de acuerdo
a la evolucion: |lgG4 aumenta hasta 17 veces en los pa-
cientes asintomaticos con microfilarias circulantes, com-
parados con los niveles correspondientes en pacientes
con elefantiasis. En esta misma parasilosis, Atmadja et
al. [19] encontraron que los niveles de IgG4 disminuian
despues del tratamiento, lo que podria indicar que los
antigenos liberados por los parasitos ejercen un efecto
inmunomodulador.

Recientemente Singhvi el al. (20) estudiaron la con-
centracion de IgM, IgG e IgA en suero de pacientes con
aclinomicetoma causado por Actinomadura madurae, A.
pelletieriy Streptomyces somaliensis, y eumiceloma cau-
sado por Madurella mycetomatis. En los micetomas cau-
sados poer M. mycetomnatis y por A. pelletieri se produce
un aumento estadisticamente significativo de estas
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inmunoglobulinas, mientras que los titulos en los pacien-
tes alectados por A. maduraey S. somaliensis son igua-
les a los del grupo control.

El aumento en los niveles de inmunoglobulinas agra-
va la evolucién del micetoma, hecho demostrado por
Ximenez et al. (21), en animales de experimentacién, al
administrarles inmunoglobulinas por via parenteral. Sali-
nas-Carmona et al (22), demostraron que los ratones ino-
culados experimentalmente con agentes de micetoma,
presentan un incremente constante de inmunoglobulinas,
principalmente de 1gG a partir del dia 14 post infeccion,
sin que se presentara una mejoria de la patologia aso-
ciada a ese incremento.

En este estudio, se demuestra que todas las subclases
de inmunoglobulina G estan aumentadas en los pacien-
les con actinomicetoma. Aunque se buscaba encontrar
diferencias de respuesla utilizando diferentes antigenos
citoplasmaticos semipurificados o antigeno crudo con
concentraciones variables de proteinas, no se documen-
taron diferencias constanles atribuibles especialmente a
alguno de ellos.

Es un hecho relerido por varios autores gue el
micetoma es mas grave en aquellos pacienles con au-
mento de inmunoglobulinas, el presente estudio mues-
tra que las diferencias son principaimente en relacion a
IgG ya que la IgM dio valores sin diferencia significativa
en ambos grupos.

Los resullados muestran que como ocurre en otras
patologias, no solamente es importante conocer los titu-
los de isotipos de las inmunoglobulinas de manera ge-
neral, sino que, el exceso de algunas subclases como
IgG3 o 1gG4 demostradas en el presente estudio pudie-
ra interferir con la unién de las fracciones del comple-
mento e impedir la destruccion de los agentes en los te-
jidos favoreciendo la progresion de la enfermedad.
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