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Introduccion

La esporotricosis es una micosis subcutanea o profunda producida por el hongo dimor-
fico Sporothrix schenckii. La infeccion es de curso subagudo o cronico y afecta princi-
palmente la piel y los ganglios linfaticos en forma de lesiones gomosas.

Es, sin duda, la micosis mas difundida en el mundo, es rara en Europa, aunque alli fue
. . . 15
descrita por primera vez por DeBeurmann y Gourgerot, en Francia.

En México, la esporotricosis es frecuente, la estadistica la refiere en un segundo lugar
dentro de las micosis profundas, sin embargo, en el occidente del pais se le reporta
como la micosis mas importante. Aungue se han presentado casos en todos los esta-
dos de la Republica, dos son las zonas mas importantes, el occidente (Jalisco y Nayarit)
y la zona centro incluyendo a los estados de Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y
Distrito Federal.

Se le ha relacionado como una enfermedad de tipo ocupacional, se presenta sobre todo
en campesinos, amas de casa, ninos en edad escolar, cultivadores y vendedores de flo-
res, cazadores, mineros, pescadores, empacadores de vidrio y loza, entre otros.

El mecanismo de infeccibn mas frecuente es a través de un traumatismo en piel con
material contaminado con la forma micelial. Los factores predisponentes a esta enfer-
medad son Unicamente los relacionados con la ocupacion, aunque la desnutricion, el
alcoholismo crénico y otras enfermedades debilitantes, exacerban la esporotricosis. Las
formas clinicas mas frecuentes pueden ser englobadas en:

a) Esporotricosis linfangitica. Se inicia con una lesion nodular, que se disemina
posteriormente a través de los vasos linfaticos con la formaciéon de lesiones




b)

secundarias nodosas. La localizacidn mas frecuente es en miembros superio-
res e inferiores, siendo este cuadro la forma tipica de la enfermedad.

Esporotricosis fija. Las lesiones se restringen al sitio de la inoculacién y son
placas ulceradas, verrucosas, infiltradas o eritomatosas que no involucran lin-
faticos regionales.

Esporotricosis diseminada. Es una forma secundaria de la enfermedad que se
extiende a partir de un foco primario cutaneo o pulmonar y puede involucrar
articulaciones, huesos, mucosas, drganos internos o sistema nerviosos cen-
tral.

Esporotricosis pulmonar. Se considera rara, y puede presentarse asintomati-
co o con sintomas de neumonia, tos discreta y escasa expectoracion.
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Antecedentes

CARACTERISTICAS GENERALES DE Sporothrix schenckii.
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Fig. 1. S. schenckl! en su fase micelial
(Banco de Imégenes Laboratorio de Genética y Blologfa Molecular de Hongos
M. en C. Gablna Arenas L6pez)




A) InVivo

El hongo dimdrfico Sporothrix schenckii presenta dos formas morfoiégicas: la fase
micelial es la forma saprobia y se encuentra en el suelo, en detritus vegetal, madera,
hojas y ramas, ya sean secas o frescas, y la fase levaduriforme, la cual es la forma infec-
tiva y es la que se desarrolla en el hospedero.

La principal via de entrada del hongo es a través de traumatismos y escoriaciones con
material contaminado con conidios y/o hifas; dentro del hospedero, se encuentran las
condiciones optimas de nutrientes y temperatura, por lo que se lleva a cabo la transi-
cion dimaérfica de micelio a levadura. Es por ello que solo se encuentra la fase levadu-
riforme en las lesiones crénicas.

A la fecha, no se ha descrito si esta transicion se lleva a cabo intracelularmente en las
células de la piel o en los PMN (Polimorfonucieares)
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Fig. 2. Transiclén dimérfica de S. schencki!

Dimorfismo

El término dimorfismo se ha empleado para describir la capacidad que tienen algunos
hongos de modificar su morfologia, implicando muchas veces que la fase saprobia
corresponde a hifas y conidios y la parasitaria a levaduras.

Los hongos dimérficos patégenos del hombre se pueden dividir en tres grupos depen-
diendo de las condiciones requeridas para llevar a cabo la transicion morfolégica de la
fase parasitaria®. €n el primer grupo se encuentran aquellos que necesitan solo la tem-
peratura de 37°C de incubacion; en este grupo se encuentran B. dermatitidis y tradicio-
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nalmente Sporothrix schenckii. En el segundo grupo, ademas de la temperatura, se
requieren de factores nutricionales especificos; como es el caso de P. brasiliensis e H.
capsulatum, que necesitan cisteina. En el dltimo grupo se encuentran aquellos hongos
que requieren condiciones ambientales y nutricionales complejas y no bien estableci-
das, en este grupo se encuentran englobados los mucorales y Candida albicans.

Los cambios morfolégicos pueden estar dados por una gran variedad de factores que
involucran alteraciones en los patrones de sintesis de pared celular, estructura que par-
ticipa de manera importante en la determinacién de la forma de la célula fdngica y en
el reconocimiento por parte de los macrofagos

En los hongos patogenos, esta capacidad de transformacion morfoldgica también esta

relacionada x2):on3dl?9 habilidad de invadir los tejidos del hospedero, provocando asi la
. 17, 34, 39.

enfermedad

Actualmente, se sabe que el dimorfismo de S. schenckii esta regulado por factores
nutricionales, temperatura y concentracion de CO, sin embargo, se desconoce como
estos factores se interrelacionan para moduiar la expresion de genes involucrados en
la induccion de morfogénesis.

Este hongo, cuyas paredes celulares tienen como componentes polisacaridos glucanas
y mananas, posee un azdcar poco comin en los hongos: ramnosa, que le confiere
caracteristicas inmunologicas particulares entre los hongos patégenos del hombre. El
contenido de gaLucana varia dependiendo de la morfologia celular; los trabajos de
Mendoza y cols . muestran diferencias en cuanto a la composicion guimica de un poli-
sacarido amorfo entre hifas, conidios y levaduras, demostrando estructuras de mono-
ramnosil ramnomananas para la fase levaduriforme y conidios, y dirramnosil
ramnomananas para las hifas, lo cual puede servir para aumentar su supervivencia y
facilitar su diseminacion en los tejidos del hospedero.

B) In Vitro

Sporothrix schenckii se caracteriza por presentar hifas hialinas, septadas y macrosifo-
nadas. A partir de la hifa se desarrolla el conidiéforo que es una estructura que mide
entre 10 y 30 um, disponiéndose airededor de él microconidios piriformes, elongadas y
ovales, de manera que presenta un aspecto de "flores de durazno o margaritas".
También puede presentar microaleuroconidos alternados. Presenta una agrupacion de
micelio caracteristica, conocida como coremium, el cual consiste en formar pequenos
"paguetes" de hifas. Esta fase se obtiene a 28°C en los medios de Agar dextrosa de




Sabouraud (ADS) y Agar de Micosel, también en los medios YEPD y Medio RV pH 5.4.
Las colonias se desarrollan rapidamente, al inicio (3 a 4 dias) son de aspecto membra-
noso, radiadas y de color blanquecino, posteriormente se desarrolla micelio aéreo y la
colonia se hace acuminada, conservando su aspecto mucoide. En cultivos viejos o
medios pobres en nutrientes, como Agar de papa dextrosa, el conidio cambia de color
de hialino a café oscuro o negro. Este color se debe a la sintesis de melanina, polime-
ro de DHN (1,8-dihidroxinaftaleno). Se ha encontrado que la presencia de pigmento
esta involucrada con la patologia del hongo, ya que es mas resistente a los mecanismos
de eliminacién por los macréfagosww&

T

Fig. 3. S. schenckd! en su fase levaduriforme

(Banco de Imédgenes Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de Hongos
M. en C. Gabina Arenas L6pez)
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La fase levaduriforme, conocida también como la fase infectiva, se obtiene a 37°C en
medios ricos en nutrientes tales como Agar de gelosa sangre, Agar BHI o medio RV pH
7.2, y puede estimularse su crecimiento en presencia de 5% de CO-. El desarrollo inicia
a partir de los conidios y/o hifa en un intervalo de 3 a 5 dias. Las colonias son cremo-
sas, blanco-amarillentas y ligeramente acuminadas. Al microscopio se observan células
levaduriformes gemantes, ovoides o alargadas, de 2-4 x 3-6um.

Ciclo de vida de Sporothrix
schenckif

Medios ricos en nutrientes
y 37°C

Gelosa Sangre, BH 1o
Medlo RV pH 7.2

|
S :\%G;

Levaduras in vilro
fForma saprofila.

In vitro, se obtiene a 28°C en
Micosel agar y Saboraud.

Medio YPD y Megio RV pH 0
54 <N
=

Condiciones éplimas de
nulrientes y temperatura
dentro del hospedero

Fig. 4. Clclo de vida de Sporothrx schencidl




El mecanismo o0 mecanismos de resistencia y susceptibilidad a adquirir esporotricosis
es alin desconocido. Se ha visto que la adquisicion de la enfermedad depende de:

* Eltamano del indculo inicial.

*» Lavirulencia del hongo.

*» La profundidad de la inoculacion y, especialmente,
e El estado inmunitario del hospedero.

Este dltimo puede verse alterado por alguna terapia con farmacos inmunosupresores o
por deficiencias de este; sin embargo, pueden ocurrir infecciones focales o sistémicas
de este hongo sin que existan evidencias de aiteraciones inmunoldgicas®.

En las etapas tempranas de la esporotricosis la primera barrera de defensa a la que se
enfrenta el patégeno es el Sistema Inmune Innato, la cual es una forma antigua y uni-
versal de defensa del hospedero que impide la infeccion y cuyos mecanismos efectores
se utilizan para eliminar microorganismos, como es la respuesta inflamatoria, inducida
por la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y PAF (Factor activador de plagquetas).

Los macréfagos y neutrofilos forman parte de esta barrera y son esenciales para el con-
trol de infecciones. Los neutréfilos, en general, son mas eficientes en la funcion de fago-
citosis, a excepcion de que la particula sea mas grande que él. Bajo estas
circunstancias los macrofagos representan una mejor defensa contra la invasion de
una gran variedad de microorganismos, entre ellos, Sporothrix schenckii.

El reconocimiento e ingestion de microorganismos son un sello distintivo de los macro-
fagos, cuyas funciones dependen de interacciones altamente especificas receptor-
ligando y es claro que este reconocimiento es mediado funcional y estructuralmente por
diversos receptores que pueden disparar una gran variedad de mecanismos de defen-
sa como activacion del complemento, expresion de citocinas pro-inflamatorias y, por su
puesto, la fagocitosis.

En los estudios del mecanismo de defensa contra esporotricosis se ha estabiecido que
la inmunidad adaptativa juega un papel muy importante en la defensa del hospedero
contra el patdgeno; especificamente la Inmunidad mediada por células, en la cual, par-
ticipan linfocitos T CD 4y a su vez, macréfagos. .




Componentes estructurales de Sporothrix schenckii
involucrados en el reconocimiento del
Sistema Inmune Innato.

La participacion de los componentes de la pared celular en la respuesta inmune a la
esporotricosis es de suma importancia, ya gque son estos los que interactdan con los
receptores que se encuentran en |0s fagocitos profesionales. Se sabe que Sporotrhix
schenckii posee antigenos de naturaleza glucopeptidica.Entre los diferentes carbohi-
dratos que componen la pared se encuentra la ramnosa (47.5%), la cual no ha sido
detectada en otras entidades flngicas patdogenas, manosa y glucosa (46.2%), galacto-
sa (6.2%), mientras que la estructura peptidica esta compuesta por treonina (14.2%),
serina (13.2%), acido aspartico (9.6%), y acido glutamico (9.0%). La composicién de car-
bohidratos y la relacion entre ellos varia dependiendo de la fase del ciclo de vida de S.
schenckii. La pared celular en la fase micelial esta compuesta por la diramnosil-ramno-
manana, integrada por una cadena principal de unidades o -D-manopiranosas, unidas
Esor enlaces 0. (1—6) y cadenas laterales O-g-D-ramnopiranosil (1—2) ramnopiranosan

. Por otra parte, se determiné que las levaduras tienen como componente de pared
una cadena principal, igual que en la forma micelial, pero con cadenas laterales de uni-
dades terminales no reductoras de o-L- ramnopiranosa.

En resumen, observaron que la forma levaduriforme contiene cadenas laterales mono-
ramnosil y la forma micelial cadenas diramnosil, éstas ultimas parecen el antigeno mas
especifico en este hongo.
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Es precisamente la parte polisacarida la gue debe ser reconocida por los receptores de
los Monocitos/Macréfagos, neutrofilos y células dendriticas.

(8) P ETET
lsisco s Manoproteina (40%)

B-Glucana (50-60%)

_ Glicoproteinas de superficie

B-Glucana/quitina (1-9%)

Membrana celular

Cha CHr
®) 0 0
0 0 0

7

N

p-glucanas lineales

p-glucanas ramificadas

Fig. 6. Componentes de la pared celular en hongos.

A) Organizacion estructural de la pared celutar y B) Estructura de tas B-glucanas
que componen la pared celular. (Herre, J. Gordon S. and Brown G. D. “Dectin-
1 and its role in the recognition of B-glucans by macrophages." Molecular

Immunology 40 (2004): 869-76.)
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Figura 8. Estructura antigénica de la pared o 0 | O
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CARACTERISTICAS DE RECEPTORES A PATOGENOS
PRESENTES EN MACROFAGOS

El Sistema Inmune Innato se enfrente principalmente a dos retos importantes: Necesita
discriminar entre los antigenos propios y del patdégeno, por otro fado se enfrenta a la
habilidad de los patdogenos de variar sus antigenos como un mecanismo de defensa y
evasion del sistema inmune. Existen una gran variedad de receptores que reconocen
motivos conservados en l0s microorganismos que no se encuentran presentes en el
hospedero. Esos motivos conservados juegan un papel esencial en Ia bzologla de los
agentes invasores y no se ha observado alta frecuencia de mutacién”

Janeway ha pmpuesto”' * Jlamar a esos receptores "Pattern recognition receptors”
(PRRs) y a los blancos para esos receptores "Pathogen associated molecular patterns”
(PAMPs). Los motivos asociados a patdgenos incluyen carbohidratos como: mananas y
glucanas de la pared celular de hongos, péptidos formitados en bacterias, LPS y acido
lipoteicoico en las superficies de las bacterias Gram negativas y Gram positivas, respec-
tivamente. El reconocimiento de patrones especificos guia a que la fagocitosis se lleve
a cabo.

Los receptores celulares que reconocen esos patrones, incluyen al receptor de manosa
(MR), al receptor Endo 180, el de B-glucanas, Dectin-1, los receptores Toll-like y los
receptores Scavengers, que reconocen los componentes de superficie de hongos y bac-
terias, incluido LPS.

Los componentes humorales que opsonizan a los agentes infecciosos pueden ser reco-
nocidos por receptores fagociticos, incluidos MBP (Proteina de unién a manosa), el cual
une mananas y es reconocido por el receptor Cig, la proteina surfactante A, la cual es
reconocida por un receptor transmembranal, el SPR210 y también Dectin-1.

En el caso especifico de los hongos, el receptor de manosa (MR) y el receptor CR3
del complemento han sido considerados los receptores mayormente involucrados
en el reconocimiento de antigenos flingicos; sin embargo, se ha demostrado que el
receptor de [B-glucanas, Dectin-1, tiene un papel méas importante en el reconoci-
miento de los carbohidratos presentes, junto con los receptores Toll-like (TLR), en
especial TLR2 y TLR4, los cuales estan ligados directamente a ia expresién de cito-
cinas pro-inflamatorias, mediante vias de transduccién diferentes o que, en algun
momento, convergen en algin punto, dando como resultado la activacién de la res-
puesta inmune adaptativag' 0.5




Receptores asociados a Carbohidratos

* Dectin-1

Es un receptor recientemente identificado en un modelo murino, sin embargo, se ha
demostrado que su homélogo humano es estructural y funcionalimente similar.

Dectin-1 es un pequeno receptor transmembranal, que contiene dominios de reco-
nocimiento a carbohidratos, los cuales detectan entaces (3-1-3 y/o 3-1-6 en ta gluca-
na y en componentes de pared celular de levaduras, y media los efectos biologicos
de este carbohidrato.

El dominio NH: intracelular es corto y contiene Motivos de Activacion de Inmunoreceptor
basados en Tirosina (ITAM's, por sus siglas en inglés), una estructura que se encuentra
en una gran variedad de receptores sefalizadores de la inflamacion, incluyendo al
receptor FC, receptores de células Ty NK, lo que sugiere que Dectin-1 juega un papel
importante en la respuesta inflamatoria a particulas que contengan B-glucanas, en adi-
¢ién a su funcion fagocitica.

Este receptor es expresado en altos niveles en macréfagos y neutréfilos y en menos fre-
cuencia en células dendriticas y en subpoblaciones de Linfocitos T.

e Endo-180

Fue el primer receptor endocitico que se identificé que se recicla en Fibroblastos.

Pertenece a la familia de receptores de manosa, los cuales se caracterizan por ser
receptores trasmembranales, con un domino N-terminal rico en cisteina, un dominio
para fibronectina tipo Il y 8 dominios semejantes a los de lectina tipo C (CTLDs). El domi-
nio citoplasmatico cuenta con motivos de tirosina, que es capaz de guiar la funcion de
este receptor, ya sea Unicamente como receptor fagocitico (para particulas mayores a
0.5 um), o que sea endocitado via vesiculas cubiertas de clatrinas (para particulas
pequenas o nutrientes, menores a 0.2 um).

Una caracteristica de esta familia es que los receptores son rapidamente internalizados
de la membrana plasmatica via vesiculas cubiertas de clatrinas, mediante endocitosis.
Esto significa que en un estado de reposo, solo del 10-30% de los receptores se
encuentran en la superficie celular.




Este receptor reconoce N-acetilglucosamina, manosa y fucosa. Es expresado en células
endoteliales, y hay evidencia de que es expresado en macrdfagos.

e Receptor FC

Los anticuerpos representan una interseccion entre la inmunidad Innata y la Inmunidad
adaptativa: Ellos reconocen los agentes infecciosos con gran especificidad, pero son
unidos e internalizados a través del dominio F¢ por la familia de receptores Fc.

Estos receptores estan divididos en dos clases: los que realizan funciones efectoras y
los que transportan inmunoglobulinas a través ge barreras epiteliales.

Hay dos divisiones mayores de los receptores Fcy: receptores que activan funciones
efectoras y receptores que inhiben esas funciones.

Los receptores que activan funciones son: FcyRI, FeyRIl. El receptor que inactiva las fun-
ciones es FcyRIIB.

Al hacer contacto la fraccidén Fc con este receptor se liberan mediadores de la inflama-
cion, acido araquidénico y se forman ROS {Especies Reactivas de Oxigeno) y NOS.
(Oxido nitrico sintasa).

Estos receptores se encuentran en Macréfagos, Neutrofilos, Células cebadas y
Linfocitos B.

* Receptor de Manosa (MR)

Fue identificado inicialmente en macréfagos alveolares de conejo como un receptor
transmembranal de 175 kDa que reconoce glicoproteinas y cadenas de azucares termi-
nadas en manosa, fucosa o N-acetiiglucosamina.

Pertenece a la familia de receptores de manosa, esta formado por una sola cadena cito-
plasmatica trasmembranal, un dominio N-terminal rico en cisteina, un dominio para
fibronectina tipo Il y 8 dominios semejantes a los de lectina tipo C (CTLDs). Al igual que
los miembros de esta familia, el receptor de manosa tiene dos funciones, la fagocitosis
mediada por receptor (para particutas mayores a 0.5 um), o la endocitosis via vesiculas
cubiertas de clatrinas (para particulas peguenas o nutrientes, menores a 0.2 um).




Este receptor reconoce manosa, fucosa, N-acetilglucosamina, glucosa y xilosa de la
superficie de los patogenos y media la fagocitosis de estos organismos, ademas de ser
este un proceso pro-inflamatorio, ya que hay produccion de citocinas proinflamatorias.

Se encuentra distribuido en los macréfagos y células dendriticas.

» Receptores tipo Toll (TLR)

El papel de los receptores Toll en la inmunidad innata fue descrito por primera vez en
Drosophila; un ano después del descubrimiento del papel de Toll en este organismo en
la defensa contra la infeccion por hongos, el homédlogo Toll en mamiferos fue descubier-
to. La familia de receptores tipo Toll (TLRs) esta caracterizada por la presencia de un
dominio rico en leucina en el domino intracelular y un dominio TIR (Toma su nombre de
Toll/IL-1 receptor).

La familia de receptores Toll esta constituida por 11 miembros (TLR1-TLR11) y recono-
cen una gran cantidad de componentes microbianos, TLR2 y TLR 4 reconocen zimosan
(una mezcla de -glucanas, mananas, manoproteinas y quitina)
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TIPO DE TLR

LIGANDO

TLR1

Tri-acil lipopeptidos
Factores solubles

TLR2

Lipoprotefnas/Lipopéptidos
Peptidoglucanas
Acido lipoteicoico
Lipoarabinomananas
Glicoinositolfosfolipidos
Glicolipidos
Porinas
Zimosan
LPS atipico
HSP70 (hospedero)

TLR3

RNA de doble cadena

TLR4

LPS

Taxof
Protefnas de fusién

Proteinas de envoltura
HSP60 (Chlamydia pneumoniae)
HSP60 (hospedero)
HSP70 (hospedero)
Fibronectina tipo Il
Ofigosacaridos del acido hialurénico
(hospedero)
Fibrindgeno (hospedero)

TLRS

Flagelina

TLR6

Di-acil-lipopéptidos

TLR7

Imidazolquinolina
Loxoribina
Bropirimina
(Todos son compuestos sintéticos)

TLR8

TLRS

TLR10

TLR11%°

Escherichia coli uropatogénica (UPEC)

La via de senalizacidn de estos receptores llega a la activacion de NFkB y la produccién
de citocinas proinflamatorias, estdn ampliamente distribuidos en macrofagos y en

mayor numero en células dendriticas.
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TLR2, TLR3 TLR4
TLR1,2 :

AR

|
vil) I TRIF. MyD88 by
Tirap MyD88 yD88 Tirap

TLR5,7,8,9

MyD88

TNF TNF
IL-1 IFN- IL-1
IL-6 RANTES IL-6
IL-8 IL-8

Fig.8. Receptores parecldos a Toll, algunos de sus ligandos, e Interieucinas que producen.
(Ulevitch, RJ., Mathlson J.C., Da silva Corrslg, J. "Innate Immune responses during infection. “Vacglne.
2285 (2004): $25-830.)

FS/LP Factores solubles, Lipoproteinas/lipopéptidos
LP Lipopéptidos
dsRNA RNA de doble cadena.
LPS Lipopolisacarido.
R848 Imidazoquinolina sintética relacionada estructuralmente con los
acidos nucleicos.
CpG Motivos CG sin metilar, presentes en el DNA bacterial.
IFN Interferon, molécula proinflamatoria.
TNF Factor de Necrosis Tumoral, molécula proinflamatoria.
RANTES (Regulated on

Activation Normal T
expressed and Secreted)
Mal
Tirap
MyD88
TRIFF

NFxB/IRF-3

Quimiocina, miembro de la superfamilia de [L-8, selectivo para
linfocitos T de memoria y Monocitos.

Miembros de la familia de MyD88 de proteinas adaptadoras.

Factor de transcripcién. Activa la transcripcidn de genes de
citocinas.
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Receptores Fc.
Receptores del complemento

Receptores de citocinas

Receptores para péptidos y
pequenas moléculas

Receptores de hormonas

Receptores de Transferrina y
lactoferrina

Receptores de Lipoproteinas

Receptores para
coagulantes/anticoagulantes

Receptores de fibronectina
Receptores de Laminarina
Receptores de AGEs
Receptores de carbohidratos

Receptores de la familia
Toll-like

Dectin-1

TABLA 2. RECEPTORES DE SUPERFICIE DE MONOCITOS Y MACROFAGOS

IgGzs, 1gGav, 1gGa, IgA IgE [
C3b,C30,C5b,Clg
MIF, MAF, LIF, LF, MFF, IL-1, iL-2, IL-3, IL-4

INFe, INFB, IFNy
Factores estimuladores de colonias (GM-CSF, M-CSF)

H1, H2, 5-HT, 1, 3, 5-Dihidroxivitamina D3,
Encefalinas/Endorfinas, Sustancia P, Vasopresina

Insulina, Glucocorticoesteroides, Angiotensina

Lipoproteinas aniénicas de baja densidad, PGE2, LTBa4, LTCa,
LTD_4,_PAC, Apo B, Apo E

Fibrinogeno/fibrina, Factor VIl de coagulacion,
a-1 Antitrips_ina_, H_ep_arina

Manosa, fucosa, galactosa, acido sialico, LPS
TLR4, TLR2, TLRS, TLRS
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Fig. 9. Receptores asoclados al proceso de fagocitosls. Eventos que se llevan a cabo (Underhill, D. 2002. Annu. Rev. Immunol)




MECANISMO DE LA FAGOCITOSIS

La fagocitosis de patogenos inicia la respuesta Inmune Innata, la cual, en su momento,
dirigira la respuesta adaptativa. £s un proceso activo mediado por receptores especifi-
cos presentes en los macréfagos, y con el fin de discriminar entre agentes infecciosos
y lo propio, los macréfagos cuentan con un nuimero restringido de receptores fagociti-
cos, estos receptores reconocen motivos conservados en |os patdégenos, como carbohi-
dratos, entre ellos B-glucanas, mananas, glucosa. Estos agentes también pueden ser
fagocitados mediante los receptores de complemento, después de una opsonizacion no
especifica con proteinas del complemento o también, mediante el receptor Fc después
de una opsonizacién especifica con anticuerpos. Todos estos receptores inducen rea-
rmeglos en el citoesqueleto de actina, que guian a la internalizacion de la particula.

La fagocitosis llevada a cabo por los macréfagos es critica, debido a su papel en el reco-
nocimiento de los patégenos y destruccion de estos. Este mecanismo es extremada-
mente complejo, debido a la cantidad de receptores y las diferentes vias de
senalizacion asociadas a ellos, sin embargo, de forma general, ocurre de la siguiente
forma:

1) Unidn de los antigenos del microorganismo al receptor especifico expresado
en el macréfago.

2) Internalizacién de particulas mediante la polimerizacién de actina en el sitio
de contacto o ingestion

3) Después de la internalizacion, la actina es separada del fagosoma, y los fago-
somas maduran durante una serie de eventos al fusionarse con vesiculas de

- P . A . 2

la via endocitica, que culmina con la formacién del fagolisosoma .

Mientras que el trafico asociado a la via endosoma-lisosoma ocurre en asociacion con
los microtdbulos, la maduracion del fagosoma requiere de la interaccion coordinada del
citoesqueleto de actina y tubulina.

Una vez que se ha dado la interaccion receptor-ligando, la actividad microbicida de los
macréfagos y monocitos depende en general, de su habilidad para fagocitar a los orga-
nismos y matarlos, una vez que han sido ingeridos. Uno de los mecanismos involucra-
dos en la eliminacion de los patdogenos ingeridos es a través de la conversion del
oxigeno ambiental al idn super 6xido (072), H20-, el radicat hidroxilo (OH") y al oxigeno sin-
gulete. Los intermediarios reactivos del nitrégeno tambiénjgeagan un papel importante
en el proceso, el cual es conocido como estallido respiratorio = . Otra via involucrada en
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la muerte del patégeno es la formacién del fagolisosoma. Durante este proceso, el paté-
geno es internalizado al fagosoma, donde inicia la disminucion del pH. El microorganis-
mo es transportado en los endosomas hasta ta fusion con los lisosomas, formando el
fagolisosoma en el cual, las enzimas hidroliticas destruyen al hongo.

El macrofago también da ia sefial para el inicio de la Respuesta Inmune Adaptativa.
Tachibana y cols™ . establecieron en una infeccion experimental con Sporotrhix schenckii
que la inmunidad celular juega un papel importante contra el hongo y que la inmunidad
adquirida consiste principalmente en macrdfagos activados por linfocitos T CD's. Los lin-
focitos T participan en la defensa del hospedero contra el hongo al liberar INF-y, TNF-o
e [L-10. INF-yy TNF-o. son potentes activadores de macréfagos y la 1L-12 modula )a res-
puesta hacia Thi (ilnmunidad celular)m. Se ha visto que la inmunidad celular es impor-
tante en la defensa del hospedero contra varios hongos, incluyendo Coccidioides
immitis, Blastomyces dermatitis y Candida albicans ¥

A pesar de este proceso de defensa del hospedero, se ha encontrado que algunos
microorganismos patégenos han desarrollado una variedad de estrategias para evitar
ser destruidos inmediatamente por los macrofagos. Mycobacterium tuberculosis . inhi-
be la maduracion fagolisosomal y es capaz de regular el pH, impidiendo su acidifica-
cion.

Clostridium perfringens es capaz de persistir intacta dentro de los macréfagos , ain en
los macrofagos activados, debido a que impide la maduracion del fagolisosoma, la acti-
vacion de las enzimas hidroliticas y la disminucién del pH43. En el caso de Helicobacter
pylori, existe un mecanismo intracelular antifagocitico dependiente del gen PAl (Cag
phatogenicity island) en su genoma. La inhibicion de la fagocitosis mvolucra componen-
tes del sistema de secrecién de la bacteria que impide su internalizacion .

También se ha descrito que algunos hongos como Histoplasma capsulatum, un hongo
dimorfico, también evaden la respuesta inmune, modulan la acidificacion del fagoliso-
soma, esto impide el funcionamiento de las hidrolasas, lo que le permite sobrevivir den-

. . . . . .. 22,39 42
tro del macréfago y replicarse. Esto favorece el establecimiento de la infeccion

Cryptococcus neoformans, un hongo levaduriforme capsulado se adapta para sobrevi-
vir en los compartimientos acidos, no regula el pH del fagosoma. Se observé que no
solo tolera pH bajos, sino que crece adn mas rapido en ese medio gue con un pH neu-
tro o alcalino y resiste la accidén de las enzimas lisosomales que funcionan a pH por
debajo de 5.5.%
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Paracoccidioides brasiliensis es un hongo dimoérfico que expresa una glicoproteina de
membrana, Gp43. Esta proteina inhibe la funcion litica del macréfago. Si se observa
fagocitosis, sin embargo, no hay produccion de NOS y ROS, o gue convierte a estas
células en un reservorio del microorganismo.45

Aun cuando la esporotricosis es la micosis mas difundida en el mundo, los mecanismos
de defensa del hospedero en respuesta a Sporothrix schenckii no han sido ampliamen-
te estudiados, ni se cuenta con datos gue indiquen si este patogeno cuenta con algun
mecanismo de evasion que le permita realizar su transicion a levadura, y, con ello, el
establecimiento de la enfermedad. En estudios histopatolégicos25 se observo que los
monocitos/macrofagos son importantes en la defensa del hospedero por su capacidad
microbicida y su sintesis de citocinas.

La variedad de receptores presentes en el macrdfago capaces de fagocitar al hongo,
sugiere'que dependiendo del receptor que identifique al patégeno es la induccidn de la
senalizacién. A la fecha, son pocos ios estudios realizados para identificar los recepto-
res involucrados en la fagocitosis de conidios S. schenckii.

o @

Fig. 10. Fagocitosis de conidios de S. schenckil por macréfagos de la linea celular U-937
Tincién de Giemsa, tiempo de interaccion, 30 min. Conidios opsonizados con glucana.
(100 X) C: conidio, CH: conidio hinchado y V: vacuola

En el laboratorio se iniciaron los estudios de adhesion y fagocitosis de conidios hialinos
no opsonizados®. Se observd gue los conidios son fagocitados con poca eficiencia
(0.028) lo gue sugiere que hay poco antigeno expuesto, razén por la cual se decidid
opsonizar con carbohidratos como: laminarina, glucana (B-glucanas), manana (0-1-4-
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manosa) y zimosan (B-glucanas, mananas, manoproteinas) que forman parte de la
estructura de la pared celular en hongos y, tomando en cuenta que al entrar en contac-
to el conidio con el hospedero por medio de algun traumatismo, queda cubierto con
componentes presentes en el suero como: proteinas del complemento, MBL? %3 5°
(Mannan-Binding-Protein}, Glucana®, Pentrexinas®, entre otros que facilitan la unién,
fagocitosis y posterior eliminacidn del patdgeno.




» PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La esporotricosis es una micosis subcutanea o profunda producida por el hongo dimér-
fico S. schenckii. En México, esta enfermedad es frecuente, principalmente en el occi-
dente del pais. Se le ha relacionado como una enfermedad de tipo ocupacional, se
presenta en campesinos, ninos en edad escolar, cultivadores y vendedores de flores,
cazadores, mineros, pescadores, empacadores de vidrio y l0za, entre otros.

Aungue los mecanismos de defensa del hospedero contra S. schenckii no estan del
todo claros, se sabe que en la etapa aguda de la infeccién, los macréfagos tienen un
papel importante como primera barrera de defensa, por su funcion fagocitica y de
modulador entre la respuesa inmmune innata y la adaptativa.

Conociendo la importancia del mecanismo de fagocitosis en ta defensa del hospedero,
en este trabajo se sugiere un modelo que permite explicar la relacién entre el receptor
que reconoce al hongo y el efecto biolégico que desencadena para la eliminacion efi-
ciente del patogeno.

» OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el proceso de unién y fagocitosis de conidios de Sporothrix schenckii a
receptores de carbohidratos en macréfagos humanos de la linea celular U-937.
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» OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizacién de la union de los conidios de Sporothrix schenckii a los
macrofagos en presencia de diferentes opsoninas.

2. Caracterizacion de la fagocitosis de conidios de Sporothrix schenckii en pre-
sencia de diferentes opsoninas. '

» HIPOTESIS DE TRABAJO

Si los macrofagos expresan receptores especificos en su superficie, capaces de reco-
nocer a los carbohidratos presentes en los microorganismos patogenos, entonces debe
existir un receptor, o receptores, mediante el cual Sporothrix schenckii sea reconocido
y fagocitado preferentemente, facilitando la eliminacion del hongo por diversos meca-
nismos ligados a la via de senalizacidon del receptor.
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Parte Experimental

Material

1. Material de laboratorio utilizado

-+ Buchner de porcelana.

-+ Cubreobjetos de 12 mm. de diametro.
-+ Cubreobjetos de 22 X 22 um.

=+ Filtros de membrana 0.22 um estériles.
-+ Kitasato de 500 y 1000 mL

-+ Micropipeta de 100-1000 pl.

-+ Micropipeta de 20-200 pul.

-+ Micropipeta de 0.5-10 ul.

-+ Pipetas de 5 ml.
-+ Pipetas de 10 mi.

-+ Placas de 6 pozos.

-+ Placas de 24 pozos.

-+ Tubos eppendorf.

- Tubos falcon de 50 ml.
~» Tubos de 15 ml. o
-+ Vasos de precipitado de 100, 250 y 1000 ml.
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2. Equipo

-+ Autoclave.

-+ |ncubadora a 28°C.

-+ |Incubadora a 37°C.

-» Centrifuga Becton Dickinson.

-+ Centrifuga para placas sorvall RT 6000 D. Dupont Instruments.
-+ Centrifuga sol-bat.

-+ Campana de flujo laminar (Nuaire).

3. Reactivos

~+» Agua destilada estéril,
-+ Gliceraldehido al 40% en PBS.
=+ Laminarina.
-+ Glucana.
-+ Manana.
- Zimosan.
+ Sulfato de Estreptomicina.
Penicilina G.
-+ Etanol absoluto.
-+ Etanol al 70%.
» Cloruro de benzalconio al 1% en etanol.
+ Suero fetal bovino cualificado
-+ PMA.

4, Medios de cultivo

-+ Medio RPMI.

-+ Medio Minimo.

-+ Medio PDA.

-+ BHI agar.

-+ Agar dextrosa de Sabouraud (ADS)

5. Material Biologico

-+ Linea celular de macrofagos humanos U-937.
-+ Cepa 257 de Sporothrix schenckii.
-+ Suero hiperinmune




Métodos

L Cultivo celular

Se utilizé la linea celular de monocitos humanos U-937. La cual fue mantenida en sus-
pensidn utilizando medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% y una
mezcla de antibidticos.

El cultivo celular se mantuvo a 37°C y 5% de CO.. (Ver apéndice lll)

e Diferenciacion de Células

Las células U-937 fueron diferenciadas cultivandolas durante 48 horas con medio com-
pleto conteniendo PMA a una concentracion de 10nM e incubadas con 5% de CO: a
37°C en cubreobjetos colocados en cajas de 24 pozos. (Ver apéndice lil)

e Condiciones de crecimiento de S. schenckii

Se utilizd la cepa 257, aislada de la naturaleza, procedente de México, la cual fue selec-
cionada por su capacidad de producir pigmento en el medio PDA. Fue crecido en Medio
minimo y Medio PDA durante siete dias a 28°C.

e  Obtencion de conidios

Los conidios de S. schenckii se obtuvieron agregando 5 mL de agua estéril al cultivo de
siete dias, y raspando la superficie del medio. Se filtr6 al vacio para eliminar el micelio.

El filtrado se centrifugo durante 15 minutos a 3000 rpm. El pellet fue resuspendido en
el menor volumen de PBS para su cuantificacion utilizando la cdmara de Neubauer. (Ver
apéndice Ill)




e  Opsonizacién de conidios

Los conidios cuantificados de S. schenckii fueron incubados durante 30 minutos con el

7
carbohidrato especifico a 28°C a una concentracion de 100 ug/ ml por cada 1X10 coni-
dos. (Ver apéndice III)

e |dentificacién de receptores

— Indice de adhesién

Para establecer el indice de adhesidén, las células fueron sincronizadas a diferentes
tiempos a 4°C, con conidios hialinos, sin opsonizar y opsonizados a una multiplicidad
de infeccion 1:40 (2X10° células: 8X10° conidios). Este dato fue obtenido por experi-
mentos previos, usando diferentes multiplicidades de infeccion. (Ver apéndice Ill)

— Indice de Fagocitosis

Los monocitos, una vez infectados con los conidios, fueron incubados a 4°C durante el
tiempo en el cual se observd el mayor nimero de conidios adheridos y, posteriormente,
fueron incubados a 37°C, a diferentes tiempos, utilizando conidios hialinos opsonizados
o sin opsonizar. (Ver apéndice lll)

¢ Tincion de Giemsa

Después de transcurrido el tiempo fijado para el experimento, los cubreobjetos se fijan
con metanol absoluto, y se les coloca la solucién de Giemsa en una concentracion 1:15
durante 30 minutos, posteriormente, se enjuaga con agua destilada y se monta con
Glicerol al 40%. (Ver apéndice lll)

e Determinacion del indice de Adhesién

Para determinar el indice de adhesion, se cuentan al azar 200 macro6fagos, ya sea que
tengan conidios unidos o no.




El indice (1) nos indica el nimero de macréfagos que han unido al menos un conidio. Y
se calcula de la siguiente forma:

I=Namero de macréfagos que han unido al menos un conidio/ NUmero de macro-
fagos totales (200)

e Determinacion del Indice de Fagocitosis

Para determinar el indice de fagocitosis, se cuentan, al igual que en el de adhesion, al
azar 200 macrofagos, ya sea que tengan conidios internalizados o no.

El indice (I) nos indica el numero de macréfagos que han fagocitado al menos un coni-
dio. Y se calcula de la siguiente forma:

[=Numero de macréfagos que han fagocitado al menos un conidio/ Numero de
macrdfagos totales (200)

*  Prueba estadistica

Para determinar si la diferencia entre los indices de adhesién y fagocitosis son signifi-
cativos, dependiendo del carbohidrato utilizado, se realizé6 la prueba estadistica de T
de student utilizando un programa de computo llamado “R”, siendo significativo si la
probabilidad es menor a 0.05.
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Resultados

Para caracterizar la cinética de union, se realizd la interaccion conidio-macréfago a 4°C (Ver
apéndice lll). En la tabla 3 se observa que al opsonizar los conidios se tiene una cinética
tiempo dependiente, alcanzando un maximo a los 30 min. (Fig. 11) en todos los casos.
Antes de realizar estas interacciones se determind la concentracion de carbohidratos que
se utilizaria y la viabilidad de los conidios utilizando diferentes concentraciones. La concen-
tracion de carbohidratos utilizada fue de 100 ug/ml por cada 1X107 conidio.

Aungue hay un aumento en el indice de adhesidén en comparacion con los conidios no
opsonizados, al comparar los valores obtenidos entre si, no se encontré diferencia sig-
nificativa (p>0.05), a excepcion de zimosan y laminarina (p<0.05), ya que, a 4°C lo que
se tiene es una unidn especifica con el receptor por el cual el conidio sera internaliza-
do. Zimosan, al ser una mezcla de carbohidratos, puede ser reconocido por diferentes
receptores, como TL2, Dectin-1 0 MR, en cambio, laminarina solo es reconocido por un
receptor, por lo gue su indice depende de la disponibilidad del mismo.

Tabla 3. Indice de adhesién de conidios hialinos de Sporothrix schenckii opsoni-
zados con diferentes carbohidratos
CARBOHIDRATOS UTILIZADOS

Tiempo o . .

(min.) Laminarina Manana Zimosan Glucana
5 0.169520.1733 0.1740£0.0718 | 0.2460£0.0163 | 0.2378+0.0144
15 0.2112+0.0154 0.2285:0.0195 | 0.301840.0288 | 0.2570+0.0425
30 0.2901+0.0103 0.346610.0162 | 0.3806%0.0385 | 0.3937+0.0462
60 0.2132£0.0190 0.2100£0.0248 | 0.3010+0.0253 | 0.2963+0.0165
90 0.0671£0.0260 0.1439+0.0564 | 0.275320.0527 | 0.2385+0.0385
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Fig. 11. indice de adhesién de conidios hialinos de Sporothrix schenckii opsonizados con diferentes carbohidratos en macréfagos humanos U-937.
La linea punteada indica el tiempo al cual se observa el mayor indice de adhesion de conidios opsonizados con diferentes carbohidratos. La
infeccion se realiz6 en una MOl de 1:40 (Ver materiales y métodos y apéndice |lI)




Tabla 4. Indice fagocitico de conidios hialinos de Sporothrix schenckii opsoniza-
dos con diferentes carbohidratos
CARBOHIDRATOS UTILIZADOS
Tiempo L . L
. Laminarina Manana Zimosan Glucana
(min.)
5 0.1680%0.0673 0.2085+0.0127 0.2510+0.0131 | 0.2354+0.0067
15 0.2377+0.0371 0.2525+0.0131 0.3018+0.0610 | 0.2704+0.0098
30 0.301310.0343 0.350010.0164 0.372010.0453 | 0.407310.0473
60 0.1923x0.0460 0.2830+0.0311 0.2942+0.0293 | 0.3022+0.0186
0 0.1103+£0.0469 0.1825+0.0124 0.2540+0.0168 | 0.2098+0.0343

Una vez que se determiné el tiempo en el cual se unen el mayor nimero de conidios a
los macrofagos, se analizd la fagocitosis de los conidios, la cual es un proceso activo
que requiere temperatura (37°C).

Después de realizar la interaccion conidio-macréfago durante 30 min. a 4°C, se incubd
a 37°C en los tiempos indicados en la tabla 4. (Ver apéndice lll).

También se muestran |os valores del indice fagocitico (Ver materiales y métodos), obser-
vandose de nuevo una cinética tiempo dependiente, encontrando un maximo a los 30
min. (Fig. 12} y una disminucion a los 60 y 90 minutos.

Si se comparan los resultados de la tabla 3 y la tabla 4, se tiene que los indices de
adhesion y fagocitosis son muy parecidos, lo que indica la especificidad del proceso,
porque, a 4°C, donde se tiene adhesion, el conidio se une al receptor especifico, y a
37°C se tiene que solo lo que se une es internalizado. También se observa una dismi-
nucion a los 60 y 90 minutos, lo cual puede deberse a la saturacion del sistema vy, al
probable procesamiento de los conidios (Fig. 19).
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Fig. 12. indice fagocitico de conidios hialinos de Sporothrix schenckii opsonizados con diferentes carbohidratos en macréfagos humanos U-937.

La linea punteada indica el tiempo al cual se observa el mayor indice de adhesion de conidios opsonizados con diferentes carbohidratos.
La infeccion se realizé en una MOI de 1:40 (Ver materiales y métodos y apéndice IlI)
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Fig. 13 Adhesion y fagocitosis de conidios de S.schenckll sin opsonizar y opsonizados con Glucana. A)
Control de macréfagos U-937 tenidos con Giemsa. B) Adhesion de conidios de S.schenckii sin opsonizar
(S0) a los 30 min. C) Fagocitosis de conidios de S. schenckii sin opsonizar (SO) a los 30 min. D) Adhesion
de conidios de S. schenckii opsonizados con Glucana (100 pg/ml.por cada 1 X 107 conidios; Ver apéndi-
ce II{0G) a los 30 min. E) Fagocitosis de conidos de S.schenckii opsonizados con Glucana, a los 30 minu-
tos (OG) (Ver apéndice llI). C: conidio, CH: conidio hinchado, V: vacuola, cf: copa fagocitica.
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La adhesion y fagocitosis de los conidios sin opsonizar es poco eficiente, como se
observa en la fig. 13 Ay B, por esa razon se decidid opsonizar utilizando carbohidratos
que son componentes estructurales de la pared celular del hongo.

Enla fig. 13 Cy D se muestran la adhesion y la fagocitosis de los conidios opsonizados
con glucana, a los 30 minutos de interaccion, que es cuando se presentan los indices
de adhesion y fagocitosis mas altos. Se puede apreciar que hay una mayor cantidad de
conidios adheridos y fagocitados, estos ultimos delimitados en una vacuola endocitica.

Adhesion Fagocitosis
(30 min.) (30 min.)
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Fig. 14 Adhesion y fagocitosis de conidios de S.schenckil opsonizados con laminarina y manana.

A) Adhesion de conidios opsonizados con Laminarina (100 ug/mi por cada 1 X 107 conidios; Ver apéndice M)
{(OL). B) Fagocitosis de conidios de S.schenckii opsonizados con Laminarina. (OL) C) Adhesion de conidios de
S. schenckii opsonizados con Manana (100 pg/m! por cada 1 X 10" conidios; Ver apéndice Ill) (OM).D)
Fagocitosis de conidios de S. schenckii opsonizados con Manana (OM). C: conidios, V: vacuola.

En la fig. 14 A y B se observa la adhesion y fagocitosis de conidios opsonizados con
laminarina. Si bien los indices de unién e internalizacion de los conidios opsonizados
con laminarina aumentan en relacion a los no opsonizados, al opsonizar con manana,
fig. 14 Cy D, los indices aumentan (Ver tabla 3y 4 y Fig. 11 y 12), también hay presen-
cia de conidios en vacuolas endociticas.
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Fig. 15 Adhesion y fagocitosis de conidios de S.schenckl! opsonizados con zimosan y glucana.

A) Adhesion de conidios opsonizados con Zimosan (100 ug/ml por cada 1 X 107 conidios; Ver apéndice
1) (0Z). B) Fagocitosis de conidios de S.schenckii opsonizados con Zimosan (0Z). C) Adhesidon de coni-
dios de S. schenckii opsonizados con Glucana (100 pg/ml por cada 1 X 107 conidios; Ver apéndice Ill).
(OG)D) Fagocitosis de conidios de S. schenckii opsonizados con Glucana (OG). C: conidio, CH: conidio hin-
chado, V: vacuola, cf: copa fagocitica
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Fig. 16. Fagocitosis de conidios opsonizados con Glucana y Zimosén.

A) y B) Al opsonizar con Glucana, a los 30 minutos, se observan la formacion de vacuolas, las cuales con-
tienen al hongo, al igual que con C) Zimosan, aunque en menor numero. V: vacuola, C: conidio, CH: coni-
dio hinchado, VV: Vacuola vacia.

Los indices de adhesion y fagocitosis obtenidos al opsonizar con zimosan (Fig. 15 Ay B)
y glucana (Fig. 15 C, D) son los mas altos (tabla 3 y 4, fig. 9 y 10). Glucana es el mayor
componente estructural de la pared celular de los hongos, por 1o que es reconocido y
procesado con mayor eficiencia. Zimosan esta compuesto por f—glucanas, mananas y
manoproteinas, por lo que es reconocido por diversos receptores, lo que hace que su
procesamiento sea rapido y eficiente, ademas de que este compuesto ha sido usado
durante varios anos como un estimulante del sistema inmune.

Al opsonizar con estos carbohidratos, ademas de observar una internalizacién mas efi-
ciente, se puede observar claramente, la formacion de vacuolas endociticas bien deli-
mitadas (Fig. 16 A, B y C) donde se encuentran los conidios, algunos de ellos hinchados,
lo que puede ser una indicacidon que estan a punto o estan siendo procesados.




Fig. 17. Conidios hialinos de Sporothrix schenckll marcados con FITC

Para diferenciar los conidios unidos de los internalizados, se marcaron los conidios con
FITC (Fluorescein isothiocyanate).” %

FITC es un fluorocromo color verde (Fig. 17) sensible a pH. Después de la interaccidon de
los conidios opsonizados y marcados con los macréfagos a 37°C durante la cinética, se
incubaron las preparaciones con azul tripano para eliminar la fluorescencia de |os coni-
dios que no habian sido internalizados®, diferenciando asi a los conidios fagocitados de
los que estan fuera.

Como se muestra en la figura 18 B, al opsonizar con suero inmune, se distinguen los
conidios gue han sido internalizados, ya que no han sido afectados por el azul tripano,
en cambio, lo gue se observéd al opsonizar con glucana, en la figura 18 Cy D es un cam-
bio de color en el FITC, de verde a rojo a tiempos relativamente cortos (5-15 min.), lo
gue sugiere que en la vacuola endocitica en la gue se encuentra ha ocurrido un cam-
bio de pH, lo cual indica que la via de senalizacion del receptor incluye la formacién de
radicales libres y la disminucion del pH, por ello se opto por utilizar la tincion de Giemsa
para realizar los experimentos.
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Fig 18. Fagocitosis de conidios opsonizados y marcados con FITC.

A) Control, las células U-937 presentan autofluorescencia. B) Fagocitosis de conidios opsonizados con
suero inmune marcados con FITC. C y D) Fagocitosis de conidios opsonizados con glucana y marcados
con FITC. OS: opsonizado con suero. OG: opsonizado con glucana. Cl: Conidio internalizado

Con el fin de analizar la fagocitosis de los conidios de Sporothrix schenckii se llevo a
cabo la microscopia electrénica de los macrofagos infectados con el hongo.

En la figura 19 se observa un macrdéfago de la linea celular U-937 infectado por el
hongo. Puede apreciarse que los conidios se encuentan dentro de vacuolas endociticas
y que la mayoria se encuentran hinchados, tal vez previo al procesamiento por los
macrofagos, como o sugiere la presencia de la vacuola y de la la estructura de pared
celular del hongo vacias.
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Fig. 19. Microscopia electronica de macréfagos U-937 infactados con conidios de S. schenckil.

Los macréfagos fueron infectados con conidios viables de Sporothrix shenckii (MOl 1:5) 48 horas antes
de ser procesados para microscopia electronica.

a) Los conidios fueron internalizados por los macréfagos y muestran diversas morfologias.

b) Se observa que el conidio fagocitado se encuentra dentro de una vacuola endocitica y que ha sido pro-
cesado, ya que se aprecia que solo la estructura de la pared celular se encuentra presente.

CH: conidio hinchado, CV: conidio vacio, C: conidio, V: vacuola, VV: vacuola vacia, M¢: macréofago.
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Discusion

En los intentos por explicar los mecanismos de defensa del hospedero contra
Sporothrix schenckii diversos grupos de investigacion han evaluado las interacciones
de este hongo utilizando la fase levaduriforme, que corresponde a la fase infectiva que
se desarrolla dentro del hospedero.

En estudios histoldgicos® de lesiones cronicas se ha encontrado al hongo en su fase de
levadura gemante, lo que sugiere que la fase infectiva de micelio y/o conidios sobrevi-
ve en el hospedero y tiene las condiciones ambientales necesarias para llevar a cabo la
transicion dimérfica hacia levadura. En estas lesiones se han identificado diferentes
tipos celulares del sistema inmune formando cuerpos asteroides, con células gemantes
en el centro y un halo de radiacion de materia eosindfila, generalmente esta compues-
to de tres zonas, donde abundan polimorfonucleares, neutrdfilos, linfocitos, células
gigantes parecidas a Langerhans, fibroblastos, y, principalmente, macrofagos, dando
como resultado una lesion granulomatosa, ya que el hongo queda limitado por estas
células. Esto sugiere que el paciente cursa con una buena respuesta inmune, y por lo
tanto tiene una gran tendencia a la curacion espontanea®.

Los macréfagos son una pieza clave en la respuesta inmune innata, no solo por ser los
principales responsables de fagocitar y eliminar a los patogenos, sino porque también
coordinan la respuesta inmune, sintetizando mediadores de la inflamacion y citocinas,
las cuales estan encaminadas a modular la respuesta inmune adaptativa. 3248

La actividad microbicida de los macrofagos depende en general, de su habilidad para
fagocitar a los patogenos y destruirlos una vez que han sido ingeridos. Es claro que el
reconocimiento por parte del sistema inmune innato es una parte importante de este
proceso, y es mediado estructural y funcionalmente por diversos receptores que pue-
den desencadenar una variedad de mecanismos de defensa como: activacion de com-




plemento, fagocitosis y/o expresion de citocinas proinflamatorias, estallido respiratorio,
entre otros®.

La linea celular U-937 (Utilizada en este trabajo) al diferenciarse en macrdéfagos expre-
sa receptores involucrados en la unidn e internalizacion de microorganismos como bac-
terias y hongos® Algunos de estos receptores son aquellos que unen residuos de
carbohidratos presentes en las estructuras de pared de los patogenos.

En este trabajo se analizé la cinética de union y fagocitosis de Sporothrix schenckii en
macrofagos U-937 utilizando conidios sin opsonizar y opsonizados.

La union y fagocitosis de conidios no opsonizados fue poco eficiente (0.028)* (Ver figu-
ras 13 B y C), lo que sugirié que Sporothrix schenckii en su fase infectiva expone anti-
genos que son poco reconocidos por la linea celular de macréfagos humanos U-937.

Esto sugirié que el hongo requiere de moléculas que faciliten su union y fagocitosis, por
ello se decidio opsonizar con diferentes carbohidratos como laminarina, glucana (B-glu-
canas), manana (o-1-4-manosa) y zimosan (mezcla compleja de carbohidratos de la
pared celular de S. cerevisiae), que son parte primordial de la estructura de la pared
celular en hongos.

Para comprobar la especificidad del proceso de unién y fagocitosis, en el laboratorio se
realizaron estudios de inhibicion de fagocitosis, bloqueando los receptores especificos.
Al bloguear los receptores con glucana y manana, el indice fagocitico disminuyo de
0.4073 con giucana a 0.0383 y con manana de 0.3500 a 0.0533, lo que indica que al
opsonizar los conidios con glucana y manana son reconocidos por un receptor especi-
fico.

Una vez que se confirmé que la union y fagocitosis mediada por receptores es especifi-
ca, se analizé la adhesion a 4°C y la fagocitosis a 37°C.

A 4°C se observa que el indice de adhesion maximo se alcanza a los 30 minutos y dis-
minuye a los 60 y 90 minutos, lo que sugiere que a tiempos largos se lleva a un equili-
brio entre conidios unidos- no unidos, por la ley de accion de masas, o también a que
al opsonizar los conidios se utilizd un exceso de opsonina, la cual a tiempos largos
puede solubilizarse, bloqueando los receptores, impidiendo [a union adecuada del coni-
dio al receptor. Por otra parte, el proceso activo de internalizacion a 37°C (Fagocitosis)
llegd a saturacion a 30 minutos. A tiempos mas largos (60 y 90 minutos) el indice fago-
citico disminuye. Estos resultados sugieren el procesamiento de los conidios. (Fig. 13y
19 Ay B).




Al analizar los resultados obtenidos, es claro que al opsonizar se tiene una mayor efi-
ciencia en la union y fagocitosis de los conidios, observando ademas diferentes even-
tos asociados al carbohidrato utilizado como opsonina y al receptor involucrado en el
reconocimiento de este.

Los componentes de la inmunidad innata reconocen estructuras que son caracteristi-
cas de los patégenos’. Los organismos patégenos, incluyendo bacterias, hongos, virus
y parasitos, poseen un arreglo especifico de carbohidratos en su superficie.

Estos carbohidratos estructurales son reconocidos por un amplio espectro de recepto-
res expresados en los macréfagos, capaces de reconocer estas moléculas. Algunos de
estos receptores son capaces de mediar la fagocitosis y/o generar senales intracelula-
res para la activacion de los procesos de procesamiento y destruccién del patégeno.

Uno de estos receptores capaces de reconocer carbohidratos presentes en los microor-
ganismos es el receptor de B-glucanas, Dectin-1*** que es expresado en mayor nime-
ro en los macréfagos™.

Este receptor es capaz de reconocer los enlaces -1-3 y/o -1-6 en la glucana, ademas
de mediar los efectos biologicos, como es la produccion de especies reactivas de oxige-
no y nitrégeno (ROS Y NOS), desencadenando la muerte del patogeno*® .

Al opsonizar los conidios con glucana (B-D-1-3. glucosa, insoluble) fueron reconocidos
por este receptor. Para comprobar si hay produccion de NOS y ROS, una vez que los
conidios fueron opsonizados, se marcaron con FITC (Fig. 17). FITC es un fluorocromo
sensible a pH, el cual a pH basico (9.4) presenta color verde. Al realizar las interaccio-
nes conidio-macréfago a 37°C, se observd un cambio de color de verde a rojo (Fig. 18 C
y D). Estos resultados nos permitieron, de forma cualitativa, saber que hay un cambio
de pH debido a la formacion de radicales libres, ademas de que el proceso es suma-
mente rapido, ya que a partir de los 5 minutos se observa este cambio de color, lo que
indica que la produccion de radicales libres se da de manera inmediata.

Se ha reportado que Dectin-1 y TLR2 colaboran en el reconocimiento y destruccion de
patégenos, ya que TLR2 potencia la actividad de Dectin-1 al activar NFxB y producir
TNF-o. e IL-12, lo cual también es sugerido por los resultados obtenidos al opsonizar
con glucana, carbohidrato con el cual se obtiene el mayor indice de adhesion y fagoci-
tosis (0.4073) (Ver tabla 4), lo que nos indica que la fagocitosis y el procesamiento del
hongo es mas efectivo. (Ver figuras 11, 12, 15 Cy D).




Laminarina es una - glucana soluble (B-D-1-3-glucana con ramificaciones 3-1-6 cada
10 subunidades de glucosa) capaz de inhibir a Dectin-1** %, Este receptor es capaz de
reconocer al conidio opsonizado, sin embargo, no lo fagocita. Esto hubiera dado como
resultado una nula fagocitosis al realizar las interacciones a 37°C, sin embargo, se
observaron conidios internalizados, aungue en menor proporcidn gue al opsonizar con
glucana (0.3013) (Ver tabla 4 y figuras 14 Ay B). Esto indica que laminarina es recono-
cida preferentemente por otro receptor.™.

Otro de los receptores asociados al reconocimiento de motivos de carbohidratos son los
receptores semejantes a Toll (Toll-like, TLR), la cual es una familia constituida por 11
miembros que reconocen una gran cantidad de componentes microbianos, pero en
especial TLR2, TLR4 y TLR6 son capaces de reconocer estas moléculas, en particular
B-glucanas y zimosan.

Al activarse los receptores por el reconocimiento del antigeno, se desencadena una
serie de sefalizaciones intracelulares que culminan con la liberacidn de NFkB, un fac-
tor de transcripcion, y la produccion de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, que
activa a los macréfagos, favoreciendo el estallido respiratorio, el aumento en la produc-
cion de MHCIIl y el aumento en la presentacion de antigeno, entre otros.

Los resultados obtenidos al opsonizar con laminarina estan dados principalmente por
la identificacion de los receptores semejantes a Toll, ademas, el procesamiento de los
conidios es mas lento, debido a la serie de eventos posteriores a la activacion del recep-
tor y al reciclamiento de estos a la superficie del macréfago.

El receptor de manosa (MR), que pertenece a la familia de receptores de manosa, es
expresado en macréfagos y células dendriticas. Tiene una gran afinidad por los resi-
duos de manosa, fucosa, N-acetilglucosamina y xilosa, que estan presentes en varios
patdégenos.

Este receptor esta asociado a la modulacion de la respuesta inmune adaptativa, ya que
entre las citocinas que produce al reconocer al antigeno, se encuentran IL-12 e -6, las
cuales guian la respuesta inmune a una respuesta de tipo celular (Th1). La produccion
de IL-1 y TNF-a,, aumenta la adhesion celular, lo que ayuda a gue un mayor nimero de
macrdéfagos llegue al sitio de la inoculacion, inicia las reacciones de fase aguda y la pro-
duccion de factores de crecimiento y diferenciacion para varias células como los linfo-
citos. En el caso de los macréfagos, aumenta la activacion de la fagocitosis y de los
diversos mecanismos citocidas.




Al opsonizar los conidios con manana fueron reconocidos especificamente por el MR*
4. Estos conidios son procesados de forma ligeramente mas eficiente (0.3500) que los
reconocidos por el receptor Toll-like (0.3013), posiblemente porque, aungue no es nece-
saria la activacion de una cascada de senalizacion, si se requiere de un proceso de
senalizacion, aunque mas directo, para la produccion de citocinas. (Ver tabla 4 y figu-
ras 11, 12 y 14).

Cuando los conidios son opsonizados con zimosan (3-glucanas, mananas, manoprotei-
nas) son reconocidos por todos los receptores antes descritos, activando simulitanea-
mente todas las vias de senalizacién, haciendo que la fagocitosis y el procesamiento del
hongo sea un proceso mas efectivo (ver tablas 3 y 4 y figuras 11, 12, 15 Ay B) como
puede verse en la fig. 16 C, donde se observa la presencia de vacuolas vacias en los
macrofagos, lo que sugiere que el conidio ha sido procesado eficientemente.

Este carbohidrato actué como control positivo, ya que, al ser reconocido por todos los
receptores, nos permitié conocer la capacidad fagocitico del sistema.

Al realizar el andlisis estadistico entre los indices de adhesion y fagocitosis obtenidos al
utilizar los diferentes carbohidratos como opsoninas, se encontré que no hay diferen-
cias significativas entre ellos (P>0.05)

Estadisticamente, lo que estos resultados indican es que da lo mismo opsonizar con
laminarina que con glucana; sin embargo, bioldgicamente no es asi, porque dependien-
do del receptor por el cual sea reconocido e internalizado el conidio, es la via de sena-
lizacion que involucrada en el proceso, que puede se mas o menos eficiente.

Lo que es muy claro es que los conidios per se no son identificados por los macrofagos,
sino que requieren ser opsonizados para ser reconocidos y fagocitados; esto sugiere
que el conidio y/o la hifa debe ser recubierto al entrar en contacto con el hospedero con
particulas presentes en el suero como: proteinas del complemento, MBL (Mannose
Binding Protein) **** glucana®, pentrexinas®®, albumina, defensinas, proteina C reactiva,
entre otros® %33,

Si los conidios y/o las hifas no son opsonizados, no seran adecuadamente reconocidos,
lo que tal vez da la oportunidad al hongo de realizar su transicion dimérfica y replicar-
se, estableciendo asi la infeccion.
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Conclusiones

Los conidios de Sporothrix schenckii no son identificados si no han sido opso-
nizados. Al opsonizar con carbohidratos son unidos e internalizados de mane-
ra mas eficiente que los conidios no opsonizados.

El mayor indice de unién (4°C) en el caso de todos Ios carbohidratos se detec-
to que es a los 30 minutos, siendo los conidios opsonizados con glucana los
que presentaron el indice mas alto.

El mayor indice de fagocitosis (37°C) también se presenté a los 30 minutos, y
se observa que solo lo que previamente se une a 4°C es o que se interna liza.
Nuevamente, los conidios opsonizados con glucana presentaron el indice de
fagocitosis mas alto.

La diferencia entre los indices obtenidos esta dada, principalmente, por el
receptor especifico involucrado en el reconocimiento y fagocitosis de los coni-
dios, ya que tienen diferentes vias de senalizacion, lo que hace que el proce-
so tenga duraciones diferentes.

Dectin-1 es el principal receptor que reconoce B-glucanas, y el mas eficiente,
aun cuando TLR2 también reconoce esta estructura.

El cambio de color de FITC registrado en la fagocitosis de S. schenckii opsoni-
zados con glucana indica un cambio cualitativo de pH, lo cual comprueba que
Dectin-1 guia a un proceso de estallido respiratorio, lo que provoca la dismi-
nucion de pH y el vire de FITC.
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Apéndice |
Medios de cultivo

¢ Medio minimo

! Base nitrogenada
; o 6.79g
sin aminoacidos

Dextrosa 20g
Agar | 20g
| Agua destilada | 1000 mi

e PDA

Papa Dextrosa aga.r 39g
' Agua destilada 1000 ml

¢ Agar dextrosa de Sabouraud

Peptona 10g |
 Glucosa 20g |

Agar 1209 |

Agua destilada 1000 ml

®
w




Medio RPMI-1640 (Cultivo Celular) pH 7.2

(Gibco Cat. 23400-021)

Resuspender el medio de la siguiente forma:

1.

2.

Colocar en un vaso de precipitados 90% del volumen final de agua requerido.

Comenzar a agitar de forma suave y agregar el polvo. Agitar hasta disolver, sin
calentar.

Anadir a la solucion anterior, 2g de Bicarbonato de Sodio. Agitar hasta disol-
ver.

Ajustar el pH del medio, dejando 0.2-0.3 unidades de pH mas abajo del dese-
ado, utilizando HCl o NaOH 1.0 N

Llevar al aforo el medio.

Esterilizar inmediatamente por filtracion utilizando una membrana con un
poro de 0.22 um.

Tomar una alicuota de 15 ml de medio y dejar a 37°C durante 24 horas para
cornprobar la esterilidad.

Agregar mezcla de antibidticos Penicilina/Estreptomicina 1 ml por cada litro
de medio.

Almacenar el medio RPMI a 4°C




Apéndice Il
Soluciones empleadas

* PBS 1X
NaCl [ 8g
| K 0.2g
Na,HPO, 1.4449
KH,PO,4 0.24g |
' Agua destilada 1000 ml

Ajustar a pH 7.2 utilizando HCI 1N
En el caso de usarse para fluorescencia, el PBS fue filtrado (millipore 0.45 m)

e Soluciones de carbohidratos utilizados en la opsonizacion

CONGENTRACION | 110 b INGUBACION

CARBOHIDRATO | SOLUCION STOCK FINAL/ 1X1 07 | (MlN)
. CONIDIOS | )
g%‘;::%_so 4y | 125mgml 100 ug/mi | 30 |
I (L;gmanaarLi-nQaB 34) 77 mg/ml | 100 ug/ mi 30
('\g%rr‘::fﬁ_m 5 83mg/ml | 100 ug/ml | 30 “J
Hmgsan A 50 mg/ml 100 pg/ ml 30 (} '

(Sigma Z-4250)




e Azul tripano al 0.5%

(Azul tripano, de Sigma No. de Cat. T-0776)

_”Arizyl tripr;lnoir 0.5¢ -

SSI(085%) | 100ml

Filtrar antes de usarse.

e Solucion Salina Isot6nica (0.85%)

NaCl 0.85¢g
Agua destilada 100 ml

¢ Solucién de antibiéticos.

a) Penicilina
(Penicilina G, de Sigma. No. de Cat. PEN-NA)

Penicilina 24¢g
PBS 1X (Filtrado) 40 ml

b) Estreptomicina
(Sulfato de Estreptomicina, de Sigma. No. de Cat. S-6501)

Estreptomicina

Esterilizar ambos por filtracién.




Soluciones para la Tincion de Giemsa.

Amortiguador para preparar la solucién.

'Na,HPO, |4¢g

KH,PO, [5g

Realizar la mezcla de ambos reactivos y de esa mezcla, pesar 1g y llevar a
1000 mL en agua destilada

Solucion de Giemsa 1:15 (para preparar 5 mL)
(Stock de Giemsa, Gibco. No. de Cat. 10092-013)

Amortiguador de fosfatos | 4.667 mL
Stock de Giemsa 333 uL

Para tenir 24 cubreobjetos de 12 mm, solo es necesario, aproximadamente,
5 mL de colorante.

Soluciones de montaje

Para Giemsa

Glicerol 40 ml
PBS 1X 100 mL




Apéndice Il
Metodologia empleada

A) Mantenimiento de la linea celular.

Pasar el cultivo celular de la botella de

un tubo falcon de 50 mL

75 cm? (Coming, No. de Cat 430720) a :> Centrifugar a 700 rpm durante

7 minutos

las células en PBS 1X

Descartar el sobrenadante
Realizar una diluciéon 1:10 ( 10ul y resuspender el pellet en
del pellet:90 uL de PBS 1X) de < un volumen no mayor a 1
mL de medio RPMI tibio

Hacer una dilucién 1:10 utilizando azul

anterior: 90 uL de azul tripano)

tripano al 0.03% (10 uL de la dilucién :> Cuantificar utilizando la

camara de Neubauer

Incubar a 37°C con
5% de CO, K

Colocar las células en la botella, en una
confluencia de 3X10° células en 25 ml
de medio RPMI + 10% de SFB

Cambiar el medio de las células cada
tercer dia




B) Diferenciacion de Células

Colocar cubre objetos de 12mm de Contrifonar |
diametro (Bellco Glass No. de Cat. :'|> entrifugar tas
1943-10012) en una placa de 24 células

>

pozos (Coming, No. de Cat. 3524)

Colocar en un tubo falcon

Agregar PMA a una
Concentracion final de
10nM

Homogeneizar
suavemente el
contenido del tubo

Colocar 1.5 mL de
estas células en cada

Cuantificar usando
azul tnpano y camara
de Neubauer

Co

6X10°C en 38 ml de medio <_— 2
RPMI + 10% SFB

locar 3X10° Células en
5 mL de medio RPMI
+10% SFB

Incubar a 37°C con
5% de CO,

A

Durante
48 horas

pozo de la placa




C) Obtencion de conidios.

Agregar 5 ml de agua estéril

a tubos de S. schenckiide :>
siete dias de cultivo.

Raspar la superficie del
medio o vortexear
vigorosamente

Centrifugar el filtrado
durante 15 min a K
3000 pm

Filtrar al vacio, utilizando un
Buchner y un matraz kitasato

Resuspender el pellet en un volumen no
mayor de 1 ml de PBS 1X estéril

R—

Cuantificar los conidios
utilizando la camara de
Neubauer.




D) Opsonizacion de conidos con carbohidratos

Agitar
vigorosamente
cada 10 minutos

Incubar los conidios con el carbohidrato
especifico a una concentracién de 100 pg/mL de
carbohidrato por cada 1X107 conidios durante

Hacer tres lavados a 4000 rpm
durante 5 min

30 min a 28°C.

Afiadir los conidios a las
células en la proporcién
adecuada




E) Indice de adhesién (sincronizacion)

El PB
Células U937 debe esstar
diferenciadas durante : : : 0
18 hre. :>| Retirar el medio de cultivo a 37°c

Poner medio RPMI
tibio y
SIN SUERO

Realizar dos lavados
Con PBS 1X

Infectar las células con los
conidios opsonizados con el
carbohidrato especfifico

- Sacar el

Fijar con metanol cubreobjetos y
lavar dos veces
con PBS 1X frio

:> cajas de cultivo a
1000 rpm durante

Centrifugar las

dos minutos

<: Incubar a 4°C durante el
tiempo seleccionado

Tenir los cubreobjetos con Giemsa
en una proporcion de 1:15 >

Glicerol
1Xy

Colocar el cubreobjeto en
un portaobjeto
desengrasado utilizando

microscopio a 100 X

al 40% en PBS
observar al




F) Indice de fagocitosis

El PBS
Células U937 debe estar
diferenciadas durante >| Retirar el medio de cultivo a37°c
48 hrs.

Poner medio RPMI <: Realizar dos lavados

tibio y Con PBS 1X
SIN SUERO
Infectar las células con los Centrifugar las

conidios opsonizados con el :‘|> cajas de cultivo a
carbohidrato especifico 1000 rpm durante
dos minutos

Incubar a 4°C durante el
. tiempo seleccionado
Realizar dos lavados
Con PBS 1X frio K (en el caso de este
experimento, 30
minutos)

Poner medio RPMI Incubar a 37°C los
tibio y :> tiempos

SIN SUERO establecidos
Sacar el
- cubreobjetos y
Fijar con metanol <: lavar dos veces
con PBS1X

Colocar el cubreobjeto en
un portaobjeto

desengrasado utilizando
Tefir los cubreobietos con Giemsa l—:> Glicerol al 40% en PBS

1X y observar al
microscopio a 100 X




G) Tincion de Giemsa

Preparar la solucion de Giemsa
adecuada para 24 cubre objetos
(aproximadamente 5 ml) a una
proporcién de 1:15 en el buffer
especifico para esta tincién.

Anadir el colorante a los
cubreobjetos
previamente fijados con
metanol. Mantener asi
durante 30 min

Colocar el cubreobjeto en
un portaobjeto
desengrasado utilizando
Glicerol al 40% en PBS
1X y observar al
microscopio a 100 X

Enjuagar con agua
destilada




Apéndice IV
Prueba Estadistica con R

R : Copyright 2004, The R Foundation for Statistical Computing. Version 1.9.0 (2004-04-
12), ISBN 3-900051-00-3

Type 'demo ()' for some demos, 'help ()' for on-line help, or
'Help. start ()' for a HTML browser interface to help.
Type 'q()' to quit R.

> scan()->glu4d
2378
2570
4100
3050
.2650

QarWNRE

Read 5 items
> scan()->lam4
1:.1695

2112
.2901
2132

0671

QAN

Read 5 items @-
> t.test(glu4d,lam4)

Welch Two Sample t-test

Data: glud and lam4

t = 2.1966, df = 7.783, p-value = 0.06023

Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:




-0.005752366 - 0.215232366
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.19022
> scan()->glu37

.2354
2704
4073
3021
.2098

S A

Read 5 items
> scan()->lam37

1: 0.1680

2:.2377

3:.3013

4:.1923

5:.1103

6:

Read 5 items

> t.test(glu37,lam37)

Welch Two Sample t-test

Data: glu37 and lam37
t = 1.7638, df = 7.969, p-value = 0.1159
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.02561191 - 0.19177191
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.28500 0.20192

> scan()->man4
1:.1740
2:.2285
3:.3466

4:.21




5:.1439

6:

Read 5 items

> t.test(glu4,man4)

Welch Two Sample t-test

Data: glu4 and man4
t = 1.6028, df = 7.886, p-value = 0.1482
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.03289088 - 0.18161088
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.22060

> scan()->man37
.2086

.2525

.35

.2830

1825

QO hwWNMR

Read 5 items
> t.test(glu37, man37)

Welch Two Sample t-test

Data: glu37 and man37
t=0.6571, df = 7.811, p-value = 0.53
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.0749177 - 0.1342777
sample estimates:
mean of x mean of y
0.28500 0.25532




> scan()->zym4
.2460
3018
.3806
3010
2753

SarwddRE

Read 5 items
> t.test(glud,zym4)

Welch Two Sample t-test

Data: glud and zym4
t=-0.1571, df = 7.307, p-value = 0.8794
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.09520382 - 0.08324382
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.30094

> scan()->zym37
:.2510

.3018

3720

.2942

.2540

S R

Read 5 items
> t.test(glu37,zym37)

Welch Two Sample t-tests

Data: glu37 and zym37
=-0.2357, df = 6.792, p-value = 0.8206
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.1064986 - 0.0872986
Sample estimates:




Mean of x mean of y
0.2850 0.2946

> t.test(man4,iam4)
Welch Two Sample t-tests

Data: man4 and lam4
t = 0.6038, df = 7.982, p-value = 0.5628
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.08569913 - 0.14645913
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.22060 0.19022

> t.test(man37,lam37)
Welch Two Sample t-tests

Data: man37 and lam37
t = 1.2248, df = 7.93, p-value = 0.2558
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.04729455 - 0.15409455
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.25532 0.20192

> ttest(zym4,lam4)
Welch Two Sample t-test

Data: zym4 and lam4

t = 2.5898, df = 6.645, p-value = 0.03763

Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:

0.0085214 -0.2129186

Sample estimates:




ean or x mean o ESTA IES?S ﬁa g ‘
Mean of x mean of y SRR BF 14 m@u@%

0.30094 0.19022
> t.test(zym37,lam37)
Welch Two Sample t-test

Data: zym37 and lam37
t=2.3777, df = 7.043, p-value = 0.04883
Aiternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.0006247475 - 0.1847352525
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29460 0.20192

> t.test(zym4,man4)
Welch Two Sample t-test

Data: zym4 and man4
t =1.9449, df = 6.836, p-value = 0.09386
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.01781582 - 0.17849582
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.30094 0.22060
> t.test (zym37, man37)

Welch Two Sample t-test

Data: zym37 and man37
t=1.0727, df = 7.401, p-value = 0.3171
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.04636428 - 0.12492428
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29460 0.25532

> t.test(glud,lam4)




Welch Two Sample t-test

Data: glu4 and lam4
t =2.1966, df = 7.783, p-value = 0.06023
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.005752366 - 0.215232366
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.19022

> t.test(glu37,lam37)
Welch Two Sample t-test

Data: glu37 and lam37
t=1.7638, df = 7.969, p-value = 0.1159
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.02561191 - 0.19177191
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.28500 0.20192

> t.test(glu4,mand)
Welch Two Sample t-test

Data: glu4 and man4
t =1.6028, df = 7.886, p-value = 0.1482
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.03289088 - 0.18161088
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.22060

> ttest(glu37,man37)




Welch Two Sample t-test

Data: glu37 and man37
t = 0.6571, df = 7.811, p-value = 0.53
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.0749177 - 0.1342777
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.28500 0.25532

> t.test(glu4,zym4)
Welch Two Sample t-test

Data: glu4 and zym4
t =-0.1571, df = 7.307, p-value = 0.8794
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.09520382 - 0.08324382
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29496 0.30094

> t.test(glu37,zym37)
Welch Two Sample t-test

Data: glu37 and zym37
t =-0.2357, df = 6.792, p-value = 0.8206
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.1064986 - 0.0872986
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.2850 0.2946

> t.test(man4, lam4)




Welch Two Sample t-test

Data: man4 and lam4
t = 0.6038, df = 7.982, p-value = 0.5628
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.08569913 - 0.14645913
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.22060 0.19022

> t.test(man37,lam37)
Welch Two Sample t-test

Data: man37 and lam37
t=1.2248, df = 7.93, p-value = 0.2558
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.04729455 - 0.15409455
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.25532 0.20192

> t.test(zym4,lam4)
Welch Two Sample t-test

Data: zym4 and lam4
t = 2.5898, df = 6.645, p-value = 0.03763
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.0085214 -0.2129186
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.30094 0.19022

> t.test(zym37,lam37)




Welch Two Sample t-test

Data: zym37 and lam37
t=2.3777, df = 7.043, p-value = 0.04883
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.0006247475 -0.1847352525
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29460 0.20192

> t.test(zym4,mand)
Welch Two Sample t-test

Data: zym4 and man4
t =1.9449, df = 6.836, p-value = 0.09386
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.01781582 - 0.17849582
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.30094 0.22060

> t.test(zym37, man37)
Welch Two Sample t-test

Data: zym37 and man37
t=1.0727, df = 7.401, p-value = 0.3171
Alternative hypothesis: true difference in means is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.04636428 - 0.12492428
Sample estimates:
Mean of x mean of y
0.29460 0.25532
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