UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA

REQUERIMIENTOS OPSONICOS PARA LA
FAGOCITOSIS DE CONIDIOS DE S. schenckii EN LA
LINEA CELULAR U937

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

PRESENTA

ANTONIO AYALA SIMONIN

DIRECTORA DE TESIS: DRA. HAYDEE TORRES GUERRERO

MEXICO, D.F. JUNIO 2007,




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.



POSG

Cicncias Bioldgicas

L3 COORDINACION

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 26 de marzo del 2007, se acordo poner a su consideracion
el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia Experimental) del
alumno Ayala Simonin Antonio con nimero de cuenta 505013389 con Ia tesis titulada: “Requerimientos
opsdnicos para la fagocitosis de conidio de S. schenckii en la linea celular U337" bajo la direccion de la
Dra. Haydeé Torres Guerrero.

Presidente: Dr. Alfonso Gonzalez Noriega
Vocal: Dra. Maria del Rocio Reyes Montes
Secretario: Dra. Haydeé Torres Guerrero
Suplente: Dr. Alejandro Zentella Dehesa
Suplente: Dra. Celia Alpuche Aranda

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
‘POR MI RAZA
Cd. Universitaria,

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre [ de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel. 5623-0173 Fax: 3623-0172 hup: pcbiol.posgrado.unam.mx




La presente tesis fue elaborada en el laboratorio de genética y biologia
molecular de hongos del departamento de microbiologia y parasitologia de la
facultad de medicina, UNAM, bajo la tutoria de la Dra. Haydeé Torres Guer-
rero v el apoyo del comité tutoral conformado por el Dr. Alfonso Gonzilez
Noriega v la Dra. Celia Alpuche Aranda y gracias a una Beca proporcionada

por el CONACYT en el posgrado en ciencias biologicas.



Agradecimientos

Dra. Haydeé Torres Guerrero, por darme la oportunidad de realizar

este trabajo, la tutoria v el apoyo brindado a lo largo del posprado

Dr. Alfonso Gonzélez Noriega, por su apoyo incondicional, el tiempo
invertido en la ensenianza del arte de la ciencia y su direceion a lo largo

del proyecto.

Dra. Colette Michalak Sudomirska, por su grandiosa asistencia técnica,

tiempo y apoyo.

Dr. Juan José Bolivar, por facilitarnos su equipo y reactivos, compartir

su conocimiento v apoyo.

Dra. Beatriz (Gémez, Rosa Elena y Rocio, por apoyarnos con su equipo

v ayuda.

M. en C. Gabina Arenas, por su paciencia, sus comentarios y brinadarme

su grandiosa amistad.

Cristina Coronel Cruz v Edith Trejo (6mez por compartir sus conocimien-

tos v técnicas en la elaboracién de éste proyvecto,



Dedicatoria

A mis Papds, gracias por ¢l carifio, sus ensenanzas, alegrias v consejos
que me han brindado a lo largo de mi vida, gracias por motivarme en
seguir adelante a pesar de la adversidad , los quiers muche.

Mi hermana Carito, gracias por tantas platicas v alegrias, gracias por

motivarme v apovarme en terminar otro periodo mas en mi vida,

Alejandro, gracias por brindarme tu amistad v tu honestidad, tus con-

sejos e ideas.

Santiago, por llegar curicen a mi cuarto e inspeccionar cada centimetmo,
cada objeto v experimentar con todo, tienes el corazdn de un investi-
gador intentando comprender los fendmencs que ocurren en el mundo.
Gracias por recibirme siempre con una gran sonrisa.

A mis Abuelos, por ser magnificas personas v enseilar con su ejemplo
lo grandicso ¥ amoroso que uno puede llegar a ser, los quiero mucho.

Claudia, gracias por legar a mi vida v llenarla de alegrias, gracias por
los momentes especiales que has compartido eonmigo v el apovo en la

realizacian de mis suefnos.

Gloria e Ivonne, gracias por sus eonsejos, las excelentes platicas, por
ser grandicsas personas v excelentes amigas.
Carlitos, gracias por tu amistad v apoyo, por motivarme en seguir

adelante ¥ por ser una gran persona ¥ amigo.

A mis amigos Marco, Rafa, Dianita, Carrmen, ha sido un honor el cone-
cerlos v eompartir tantas experiencias dentro v fuera de la universidad.

A mis amigas Yreri v Naty, A pesar de la distancia v del tiempo,
sierapre he podido contar con su amistad v apovo.

A Eli Metchnikoff Q.E.P.D. por poder observar, comprender e interpre-
tar el fendmens que ha brindade tanto eonocimiento a la humanidad.



Lag ideas flotan a tu alrededor
pero con frecuencia no guieres verlas.

Cuande buscae inepiracidm, 1o que buscae son ideas.
Cuando rezae pidiendo orientacidn, pides ideas
que te muestren el rumbo. Eeo =i tiemes que preestar
atencifn porque a ti te correspimds
poner lae ideas en funcionamiento

-Richard Bach

When drinking wine awonget the roses
Or guzzling beer while throwing bricks
Or playing games in balee of hay
Where lurke the tricky sporothrix,
Beware, the price you pay for play,
When you get struck by dread mycoees
-3. Vaierub



INDICE GENERAL

. Resumen . . . . . . . ...
1.1. Resumen . . . . . .. .. ... o
1.2, Abstract . . . . . ...
.. Antecedentes . . . . . . ...
2.1. Esporotricosis . . . . . . ...
2.2. Immunidad innata . . . . . .. ..o 12
2.3. Fagocitosis . . . . . .. Lo 14
2.4. Estudios sobre S.schenckii . . . . . . ... ... 18
.. Justificacién del Proyecto . . . . . . . . ... ... .. ... .. 20
. Objetivos . . . . . .. 22
4.1. Objetivo General . . . . . . .. .. ... ... .. 22
4.2. Objetivo especificos . . . . . . . . . ... L. 22
.. Material y Métodos . . . . . . . . . . . . ... 23
5.1. Métodos . . . . . . .. 23
5.1.1. Mantenimiento de la linea Celular . . . . . . .. . .. 23
5.1.2. Diferenciaciéon de monocitos a macréfagos . . . . . . 23
5.1.3. Obtencién de suero hiperinmune . . . . . . . .. . .. 23
5.1.4. Inactivancién del complemento . . . . . . ... ... 24

5.1.5. Eliminacién de anticuerpos del Suero Hiperinmune . 24

5.1.6. Peryodatacion Suero . . . . . . ... ... ... ... 24
5.1.7. Preparacion de la Asialofetuina . . . . . ... .. .. 25
5.1.8. Tratamiento de los cubreobjetos . . . . . . . .. ... 25

5.1.9. Condiciones de crecimiento de S. schenckii . . . . . . 25



Indice general 6
5.1.10. Obtencién de conidios . . . . . . . . .. .. .. ... 25
5.1.11. Opsonizacion de conidios de S. schenckii . . . . . . . 26
5.1.12. Fagocitosis de conidios en macrofagos U-937 . . . . . 26
5.1.13. Inmunofluorescencia . . . . . . ... ... ... ... 27
5.1.14. Viabilidad . . . . . . .. ... ... ... .. .. ... 28
5.1.15. Prueba estadistica . . . . . . ... ... ... ... 28
6.. Resultados . . . . . . . . . . . . . 29
6.1. La fagocitosis de conidios de S.schenckii es dependiente de la
concentracion del suero . . . . . . .. ... 29
6.2. Contribucion de componentes presentes en el suero a la fagoc-
itosis de conidios de S.schenckii . . . . . .. ... ... ... 31
6.3. Existen glicoproteinas que favorecen el proceso de fagocitosis 32
6.4. La fagocitosis de conidios de S.schenckii opsonizado con suero
preinmune es inhibido por Manosa . . . . . . ... ... .. 33
6.5. La fagocitosis de conidios opsonizados con suero preinmune
inactivado por calor estd mediado por el receptor de manosa 35
6.6. Los conidios vivos y muertos opsonizados con ovoalbimina o
suero preinmune residen en vesiculas acidas. . . . . . . . .. 36
7.. Discusion . . . . . . . ... 38
7.1. Modelo propuesto . . . . . . . . ... ... 41
8.. Conclusiones . . . . . . . . . . . e 43
9.. Perspectivas . . . . . . . . . .. 44



1. RESUMEN

1.1. Resumen

Sporothriz schenckii es el agente causal de la esporotricosis, micosis sub-
cutédnea de alta incidencia en México. La primera linea de defensa durante
una infeccion depende principalmente de la fagocitosis y la degradacion in-
tracelular del hongo. Poco se conoce sobre la interacciéon y mecanismo de
fagocitosis de conidios de S.schenckii. En el presente trabajo, examinamos
los requerimientos necesarios para la fagocitosis de conidios de S.schenckii
en macrofagos derivados de la lina celular U937. Demostramos que las op-
soninas son necesarias para la ingesta de los conidios. Se calent6 suero in-
mune y preinmune para inactivar a las proteinas del complemento antes de
la opsonizacion de conidios y bajo estas condiciones, la internalizacion de
conidios disminuy6 a 82 % con respecto al control. Al eliminar IgG de suero
anti S.schenckii inactivado, la fagocitosis disminuy6 a 36 %. Sin embargo, la
fagocitosis no disminuyé a niveles basales, lo que sugiere que existen otros
factores en el suero que acttian como opsoninas y poseen un papel importante
en la internalizacion del patégeno. La inactivacion del suero utilizando meta
peryodato disminuye la fagocitosis a niveles basales, indicando que existen
glicoproteinas involucradas en la opsonizacion de conidios. La internalizacion
de conidios opsonizados con suero preinmune inactivado o con ovoalbtimina
fue inhibida por exceso de manosa y no por galactosa, lo que sugiere que los
conidios opsonizados con proteinas glicosidicas son internalizados via recep-

tor de manosa.
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1.2. Abstract

Sporothriz schenckii is the etiologicas agent of sporotrichosis, a subcu-
taneous mycosis of high incidence in México. Initial control of S.schenckii is
highly dependent on phagocytosis and intracellular killing of the fungus. Lit-
tle is known about the mechanism of phagocytosis of Sporotohrix schenckii
conidia by phagocytic cells. In this work, we examined the requirements for
phagocytosis of conidia by U937 macrophages. We show here that opsonins
are necessary for ingestion of conidia. Pre-immune and immune serum were
heated to inactivate complement before opsonization of conidia; under these
conditions, the internalization of conidia was 82 % of that seen with untreat-
ed sera. Elimination of IgG from heat-inactivated immune serum decreased
phagocytosis to 36 % of controls. However, phagocytosis did not drop to
basal levels, suggesting that other serum factors act as opsonins and thus
may play a role in the uptake of this fungus. Inactivation by periodate ox-
idation of these serum factors led to a decrease of phagocytosis down to
basal levels, indicating the involvement of glycoproteins in the opsonisation
of conidia. The uptake of conidia opsonized with heat inactivated preinmune
serum or with ovalbumin was significantly inhibited by excess mannose, but
not by galactose, suggesting that conidia covered with glycosylated proteins

might be primarily internalized via mannose receptors.



2. ANTECEDENTES

2.1. Esporotricosis

La esporotricosis se define como una micosis subcutanea o profunda cuyo
agente etiologico es el hongo dimoérfico Sporothriz schenckii; ésta micosis
posee una amplia distribuciéon a nivel mundial, sin embargo, se reporta prin-
cipalmente en regiones que poseen un clima templado y hamedol4, 50, 26].

La esporotricosis fue descrita por Schenk en Estados Unidos en el ano
de 1898 y fué Erwin Smith quien concluyé que el microorganismo pertenece
al genero Sporotrichum. En 1900 la enfermedad fue reportada por Hektoen
y Perkins [15] quienes estudiaron ampliamente al patogeno y clasificaron al
hongo en el género Sporothriz y describieron a la especie schenckii, posteri-
ormente, fue estudiada por De Beurmann y Gougerot en Francia cuando se
reportaron fecuentes casos en el pais unos anos después|4, 50, 26|. Fue hasta
1913 cuando describieron casos en México.

Se han reportado casos de esporotricosis en casi toda la repiblica Mex-
icana especialmente en la temporada de otono e invierno, debiéndose a la
temporada de lluvia y al aumento del detritus vegetal, aunque se pueden
encontrar casos de esporotricosis en cualquier época del ano. 4, 32|

En México, el hongo se ha podido recuperar del suelo, plantas, mohol4,
50, 31, 9, 53|. Debido a la presencia hongo en el detritus de las plantas,
el padecimiento estd asociado con la ocupaciéon de los individuos de modo
que los casos ocurren en personas dedicadas a la jardineria, agricultores,
vendedores de plantas, lenadores, etcétera.

La esporotricosis ha sido relacionado esporadicamente con los animales
sin embargo a partir de la década de los 80 los gatos se consideran un fac-

tor importante para la transmision y diseminacion de la micosis hacia el
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hombrel7, 26, 53, 35|.

La principal via de entrada de éste patogeno al organismo es la cutanea,
es necesario que exista algin traumatismo en la piel y se exponga a elementos
que contengan al agente infectante. En un menor caso, se puede llevar a cabo
una infeccién por inhalacion.

La esporotricosis posee diversas manifestaciones clinicas, las cuales se

muestran en la tabla 2.1:

Cutanea Mucosa | Extracutanea
Cutaneo-Linfatica | Ocular Pulmonar
Fija Nasal Osteoarticular
Diseminada Otros Meningitico
Generalizado

Tab. 2.1: Manifestaciones clinicas de la esporotricosis. Adaptado de Lopes-
Bezerra|26|

La forma clinica mas frecuente es la cutéaneo-linfatica (75-80 % de los ca-
sos), inicia aproximadamente a las 2 semanas de inoculacion con una lesion
nodular o ulcerada en el sitio de infeccion, posteriormente aparecen lesiones
siguiendo una trayectoria hacia el ganglio linfatico, la esporotricosis disemi-
nada generalmente se observa en pacientes inmunosuprimidos|4, 26, 53].

Sporothriz schenckii es un hongo dimoérfico[18], es decir, el hongo tiene
la capacidad de expresar dos programas morfologicos: micelio y levaduras.
In vitro éste fenébmeno depende de factores ambientales como el pH, tem-
peratura, nutrientes, etcéteralb3, 44].

La forma micelial (saprobia) se expresa en medios pobres en nutrientes
a una temperatura de 25 a 28°C y a un pH de 5.5, se caracteriza por pre-
sentar hifas delgadas, septadas, de 1 a 3 ym de diametro. Su reproduccion
es asexuada y se caracteriza por poseer conidios de forma oval o piriforme
con dimensiones de 1.3 a 3um por 3-6um que se generan sobre un simpodio
apical (simpodioconidios) que dan apariencia de flor de margarita(Figura
2.1).

La forma levaduriforme (parésita) se expresa en medios con nutrientes a
una temperatura de 35 a 37°C y a un pH de 7.2 , al microscopio se observan

células ovales o alargadas de 2.5 a 5 um por 3.5 a 6.5 um. La divisiéon de las
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células se lleva a cabo por gemacion (Figura 2.1).
Al desarrollarse los conidios forman una germinula, en éste momento se
lleva a cabo la expresion de los programas morfologicos que terminaran en

hifas o levaduras segtn las condiciones del medio.|53, 4]

Forma 0\ Form\
A 4

Parasita Saprobla

plr=E 7.2 oH= 5.

8\\_’/, @ on| \0S ‘
Levaduras

Simpodioconidios

Fig. 2.1: Dimorfismo de S. schenckii. Los conidios tienen la capacidad de expresar
dos programas morfologicos dependiendo de las condiciones del medio,
a un pH 5.5 se obtiene la forma micelial, caracterizado por las hifas y
los simpodioconidios en flor de margarita. A un pH de 7.2 se obtiene la
forma levaduriforme cuya divisién es por gemacién. Si disminuye el pH
puede existir un cambio de la forma levaduriforme a la micelial.

Dependiendo de las condiciones del medio y los sustratos, S.schencki
tiene la capacidad de producir conidios pigmentados, siendo éste un factor

de resistencia ya que inhibe la fagocitosis y secuestra radicales libres.|26, 33|
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2.2. Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra las infecciones,
la mayoria de sus componentes se encuentran presentes antes de que exista
algiin patdgeno, y esta constituido por mecanismos de resistencia inespecifi-
cos sin embargo incluye componentes celulares y moleculares que reconocen

moléculas que frecuentemente se encuentran en los patogenos (figura 2.2).[14]

Fig. 2.2: Tipos de inmunidad y sus caracteristicas

El sistema natural e innato poseen cuatro tipo de barreras defensivas:
anatomica, fisiologica, fagocitica e inflamatoria.|[14, 41]

Dentro de la barrera anatémica se encuentra la piel, que es parte del
sistema tegumentario y esté constituida por diferentes tejidos para realizar
funciones especificas. estructuralmente, la piel se divide en dos partes prin-
cipalmente, la epidermis y la dermis|[52].

La epidermis esta formado por epitelio escamoso estratificado quera-
tinizado. Aproximadamente un 90 % de las células presentes son queratinoci-
tos y un 8 % son melanocitos, ambos se encuentran empaquetados estrechamente.
La parte externa de la epidermis consta de células muertas saturadas de
queratina.

La dermis esta constituida de tejido conectivo, contiene vasos sanguineos,

nervios, foliculos pilosos, glandulas sebéceas y sudoripadas. Las glandulas



2. Antecedentes 13

sebéiceas asociadas a los foliculos generan sebo que consta de acido lactico
y acidos grasos que mantienen el pH de la piel entre 3 y 5 para inhibir el
crecimiento de microorganismos|52, 14].

Cuando se ve afectada la integridad de la piel, se inicia una serie de
procesos para reestablecer tanto la estructura como la funcién. Segin la
profundidad de la lesion, se pueden dividir en curaciéon de heridas epidermi-
cas cuando solo se afecta ésta capa o curacion de heridas profundas cuando
el danio llega a la dermis o al tejido subcutaneo.

Si una lesion llega a la dermis y el tejido subcuténeo, el proceso de re-
generacion es mucho mas complejo, ya que produce una respuesta inflama-
toria asociado con contaminacion bacteriana y factores presentes en el tejido
necrotico (figura 2.3). Esta respuesta desarrolla tres etapas, primero existe
una vasoconstricciéon durando apenas unos minutos, posteriormente existe
una vasodilataciéon que produce una permeabilidad de las proteinas plas-

maticas, la tercera etapa es la infiltracion de leucocitos al tejido[42, 52].

“~._ | coagulacion | -

Respuesta \ N 7

Inflamatoria | " A
o | —~ -

Microorganismos /

Revascularizacion |

/

= :.3-"-'-?.::__ Lesion Secnd®

Produccion de '-I I-";Necrosis asociada |
Colageno oty | a |
|\ dafiocelular
Ve /
- A1 Formacion | i
e de | s 7
\ Fibrina

Fig. 2.3: Factores que estéan involucrados en la lesion con el fin de reparar el tejido
y mantener la homeostésis

Cuando existe una herida profunda, se liberan aminas vasoactivas co-
mo la histamina, serotonina, bradiquinina y epinefrina. Juntos causan que

las células de las vénulas se separen y produzcan una hemorragia local,
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éste rompimiento genera una translocaciéon suero, sodio, potasio, enzimas
y sustratos[42]; el rompimiento es importante debido a que los microorgan-
ismos entran en contacto con componentes de la barrera fisiologica, fagociti-
ca e inflamatoria del sistema inmune innato como seria el complemento,
anticuerpos y algunas otras opsoninas que en conjunto con los macrofagos

ayudaran a la erradicacion del patogenol42, 41, 14, 52| (Figura 2.4).

By ¢ Bacteria
' opsonizada

Inflamacién
Sefial € Infeccion

Fagocitosis

Eliminacion
del patégeno

Fig. 2.4: Representacion de los fenomenos asociados a la lesién y eliminacion del
patogeno adaptado de [41, 14|

2.3. Fagocitosis

La fagocitosis fue descrita a finales del siglo XIX por Eli Metchnikoff
mientras estudiaba larvas de estrellas de mar, en sus observaciones reporto
células que migranban e internalizaban particulas explicando el mecanismo
de la teoria de inmunidad celular, la cual implica que los vertebrados poseen
células especializadas en la eliminaciéon de patégenos como mecanismo de
defensal8, 14, 55].

La fagocitosis forma parte de la endocitosis y se caracteriza por la in-
ternalizacion de particulas mayores de 0.5um de didmetro, dependiente de
receptores y actina e independiente de clatrina. A éste proceso se le ha con-

ferido un caracter multifuncional (Figura 2.5).[34, 25, 1|
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Inicialmente la fagocitosis se consider6 como un proceso no inmune, por
el que organismos unicelulares obtienen nutrientes. Particulas tomadas del
medio son internalizadas y degradadas por un conjunto de hidrolasas cuyo
pH 6ptimo es acido en los elementos unitarios que forman a las macromolécu-
las generando de esta manera compuestos ttiles para la célula. Este proceso
se asemeja a una digestion; sin embargo, evolutivamente ha ampliado sus
funciones|8, 29].

En organismos pluricelulares la fagocitosis extiende sus funciones hacia
la homeostasis eliminando células apoptoticas y teniendo una gran actividad
en la remodelacion de tejidos|8]. Sin embargo, el papel principal que realiza
en los mamiferos es la eliminacion de patogenos y presentacion de productos
de la degradacion a otras células del sistema inmune estableciendo un puente

entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa[19, 14, 22.

Inmunidad

i P Remodelacion
Nutricion Fagocitosis
de Tejidos

Embriogenesis

Fig. 2.5: Facetas de la fagocitosis. Esquema adaptado de (8]

Las células fagociticas poseen la capacidad de distinguir entre las células
propias de una variedad de patogenos (inmunidad innata). Esto es debido
a que las células fagociticas evolutivamente han seleccionado un ntmero
restringido de receptores que reconocen motivos de carbohidratos, lipidos, y
proteinas conservados en los patogenos y que no se encuentran en organismos
superiores.|19, 20, 40]

La fagocitosis consiste principalmente en dos etapas, la adhesion y la
fagositosis[3]. En la primera etapa existe un reconocimiento entre los recep-
tores de membrana y patrones de moléculas asociadas a patogenos generando
una unioén por afinidad, posteriormente se lleva a cabo la segunda etapa que
es la internalizacion del patégeno.

El fenémeno en general comprende 4 pasos|12]:
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1. Contacto: Existe un reconocimiento y adhesion entre los receptores

en la superficie de la célula y la particula a ser fagocitada.

2. Copa Fagocitica: Una senal es generada induciendo la polimerizacion

de actina en el sitio de contacto

3. Extension de la membrana: Extensiones de membrana enriquecidos

con actina rodean a la particula de acuerdo con el modelo de zipper.

4. Internalizacion: La membrana se fusiona formando una vesicula en-

docitica que es atraida al interior de la célula

5. Maduracion: Al fusionarse a ésta vesicula componentes endosomales
y lisosomales se forma una nueva estructura llamada fagolisosoma, un
compartimento acido e hidrolitico que degrada a las particulas o al

patogeno endocitado.

o ey [ED

Fig. 2.6: Representacion esquematica de la fagocitosis

La interaccion entre la el macrofago y el patogeno es un fenémeno de gran
complejidad, se encuentra involucrado la interacciéon de diversos receptores
y una diversa senalizacion intracelular (Figura 2.7). [12, 55|

Dependiendo del receptor o receptores que interaccionen con el patégeno
es la via de senalizacion que decidira la respuesta por parte del macrofa-
go, desde el tiempo de internalizacion, secreciéon de citocinas, activacion de

macrofago, estallido respiratorio, etcétera.
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Fig. 2.7: Interaccion del patogeno con receptores de membrana. Adaptado de [55]

Algunos de los receptores utilizados en el proceso fagocitico son: Recep-
tores de Manosa (MR), Receptores de inmunoglobulina (FC), Receptores de
complemento (CR) y Receptores carroneros (Scavenger).

El receptor scavenger, tiene la particularidad que puede adherirse a su
ligando dependiendo de su estructura y carga.[40] Dos miembros de ésta
familia poseen la capacidad de internalizar patdgenos, el Scavenger receptor
A (SR-A) y MARCO (Macrophague receptor with collagenous structure)
expresadas constitutivamente en los macrofagos. Los receptores scavenger a
pesar que estan involucrados en el proceso fagocitico su principal funcion
es la adhesion y los receptores con mayor especificidad generan la senal de
internalizacion del patogeno.[55]

Las proteinas del sistema del complemento presentes en el suero se encar-
gan de la lisis de patogenos, sin embargo, también son capaces de opsonizar
microorganismos y ser reconocidos e internalizados via receptores especificos
para el complemento.|14]

El receptor para el complemento CR3 se expresa en macrofagos y es
capaz de reconocer el factor de complemento iC3b, sin embargo, requiere

senales adicionales para internalizar patdgenos. Se ha observado que el recep-
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tor del complemento y el receptor de inmunoglobulina pueden tener efectos
cooperativos.[55]

El receptor de manosa posee un papel importante en el sistema inmune
innato y adaptativo por su capacidad de reconocer e internalizar un espectro
tnico de monosacaridos.[10, 48, 51]

La afinidad del receptor de manosa por los oligosacaridos esta determi-
nado en el azucar terminal; Sthal demostré que la afinidad es mayor por
L-fucosa >D-manosa >D-N-acetil-glucosamina>D-Xilosa. [12] El receptor
de manosa es calcio dependiente, reconoce a oligomanosas ramificadas o a
residuos de dimanosa.|10, 23]

Los anticuerpos poseen una gréan especificidad para adherirse al patogeno,
su papel mas importante radica en el opsonizar patogenos para potencializar
la fagocitosis por parte de los macrofagos y de los neutrofilos.[14]

Las particulas que se encuentran opsonizadas por IgG son reconocidas
por diferentes receptores en la superficie de la célula (FeyR). Dichos recep-
tores reconocen el dominio Fc que se encuentra en las IgG. Los macrofagos
expresan diferentes combinaciones de FcyR por lo que el reconocimiento de
particulas opsonizadas por IgG ocurre simultaneamente a través de multi-
ples receptores. Al activar receptores con alta alfinidad (FeyRI) y de baja
afinidad (FeyRIIA y (FeyR)IIIA) se inicia la senalizacion para la internal-
izacion de la particula mediante polimerizacion de actina.|55]

Una vez que los receptores membranales reconocen a los dominios pre-
sentes en la particula, la membrana del macréfago encapsula a la particula
por un mecanismo tipo zipper. La vesicula fagocitica se fusiona con en-
dosomas y lisosomas transforméndola en un fagolisosoma degradando al

patogeno.[12]

2.4. Estudios sobre S.schenckii

En pruebas histopatolégicas de tejido subcutaneo de pacientes infectados
por S. schenckii se han encontrado mayoritariamente levaduras|32], aunque
se han observado hifas cortas y se consideran como residuo de la transicion

dimorfica ya que ambas formas morfologicas provienen de una germinula. |4,
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53]

Se ha observado que las levaduras de S. schenckii son fagocitados por
macrofagos|17] y cuando se hacen interaccionar con leucocitos polimorfonu-
cleares se observo que éste linaje celular en presencia de suero es capaz de
eliminar al 80 % de las levaduras en una hora debido a la fagocitosis y a la
actividad del sistema de la mieloperoxidasa.|6]

Oda y colaboradores estudiaron que las levaduras de S.schenckii no son
fagocitados eficientemente hasta que son opsonizados con concanavalina-A
(ConA) y es dependiente de la concentracion de opsonina y el namero de
receptores en la superficie del macrofago.[37] La baja fagocitosis es debido a
la presencia de acido sidlico en levaduras de S.schenckii. Alviano y colabo-
radores caracterizan la presencia de acido sidlico como un factor de patogeni-
cidad ya que contiene un grupo carboxilico fuerte que carga negativamente
a la superficie del patogeno y le otorga la caracteristica de dispersarse y
repelerse inhibiendo su adhesion con los macrofagos. [2]

En el laboratorio se estudi6 la fagocitosis con la fase infectiva del hongo
(Conidios) y se encontr6 que los conidios hialinos requieren de ser opsoniza-
dos con suero inmune, IgG o carbohidratos para poder ser internalizados. |5,
54]



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Sporothriz schenckii es el agente etioldgico de la esporotricosis, una mico-
sis subcutanea con alta incidencia en la republica Mexicana. La principal via
de entrada del hongo es a través de la inoculaciéon de material contaminado
con conidios o fragmentos de micelio. [4]

Los macrofagos debido a su capacidad fagocitica desempenan un papel
importante en la erradicacion del patégeno durante la etapa temprana de
la infeccién; al internalizar al microorganismo, producen agentes antimicro-
bianos como las especies reactivas del nitrogeno (6xido nitrico y acido ni-
troso) y oxigeno (ion superoxido, radical hidroxilo, ion hipoclorito y peréxido
de hidrégeno), adicionalmente, producen enzimas hidroliticas que se activan
con el pH acido del lisosoma.|14]

Estudios in vivo han mostrado que la virulencia composicion de la pared
celular (que varia con la edad del cultivo) es importante para la invasividad
del hongo. Los conidios de 7 dias, poseen un alto contenido en rammnosa
y bajo en manosa, en tanto que en los conidios de 12 dias se invierte esta
relacion. Los conidios de 12 dias son fagocitados con una mayor eficiencia que
los conidios de 7 dias, adicionalmente, las levaduras aparentemente poseen
mecanismos que protegen al patdgeno de los efectos toxicos de radicales del
oxigeno y nitrogeno generado por los macrofagos.

La mayoria de estudios de S.schenckii se han llevado a cabo con la fase
parasita del hongo inoculado en ratones donde estudios histopatologicos han
mostrado la presencia de levaduras dentro de macrofagos.[17] Oda estudio
la fagocitosis de levaduras y observd que existe una escasa fagocitosis y se

logran internalizar cuando opsoniza con concanavalina-A.|37|
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Estos estudios estan relacionados con la fase tardia de la infeccion; sin
embargo, la esporotricosis se inicia por la inoculacién de conidios o pequenos
fragmentos miceliales en la epidermis, en éste proceso inicial se desconocen
las interacciones que se llevan a cabo entre el conidio y el hospedero, asi
como el efecto de las diversas opsoninas que se encuentran presentes en el

suero.



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

= Caracterizar la fagocitosis de conidios de S.schenckii por la linea celu-
lar U937.

4.2.  Objetivo especificos

= Determinar la contribuciéon de las opsoninas presentes en el suero prein-

mune e inmune en el proceso fagocitico.

» Determinar cualitativamente el pH de la vesicula donde residen los

conidios opsonizados con suero preinmune.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Métodos

5.1.1. Mantenimiento de la linea Celular

La linea celular U-937 se mantuvo en fase logaritmica con medio RPMI-
1640 en ausencia de HEPES suplementado con suero fetal bovino al 10 %
inactivado por calor en un ambiente de CO; al 5% con una temperatura de
37 °C. El in6culo inicial fue de 1,3X10° células/mL y se subcultiva cada 72
hrs a una densidad de 1,0X10°.

5.1.2. Diferenciacién de monocitos a macrofagos

La linea calular U937 es premonocitica por lo que se requiere su diferen-
ciacion a macrofagos para que tengan la capacidad de fagocitar. Las células
se depositaron en cajas de cultivo de 24 pozos con cubreobjetos de 12 mm
a una concentraciéon de 2X10° células/pozo con 1.5 mL de medio de cultivo
compuesto por 10 nM de PMA, 90 % de RPMI, 10 % de SFB. Se incubo 48
hrs a 37°C con un ambiente de 5% de COs.

5.1.3.  Obtencién de suero hiperinmune

El suero contra conidios de Sporothrix schenckii se obtuvo en un trabajo
previo del grupo [5] utilizando conejos Nueva Zelanda de 3 meses de edad.
Los conejos fueron inmunizados semanalmente en la vena marginal de la
oreja con 1 mg/ml de la suspension de conidios. Durante el esquema de
inmunizacién se monitore6 el titulo de Abs por ELISA. Una vez que se
alcanz6 la méaxima concentraciéon de anticuerpos se realiz6 la sangria por

puncioén cardiaca. Se centrifugé la sangre a 3000 rpm durante 30 minutos, se
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descarto el paquete celular y se recupero el suero anti-Sporothriz schenckia.

5.1.4. Inactivancién del complemento

Para inactivar el complemento en el suero de los experimentos asi como
el suero fetal bovino utilizado para mantener la linea celular, se calent6 a 57
°C durante 30 minutos.[27]

5.1.5.  Eliminacién de anticuerpos del Suero Hiperinmune

En algunos experimentos se utilizé suero hiperinmune y en otros el mismo
suero al que se le eliminaron los anticuerpos (IgG). Para eliminar la IgG se
utilizo una columa de afinidad de proteina A por la propiedad que tiene ésta
para unir anticuerpos por sus fracciones Fc. Para ello, una pipeta pasteur
se le colocod un tapon de fibra de vidrio y se lavo con buffer de carga (1M
Fosfato de potasio, pH 9). Se resuspendieron 2 mL de proteina A-agarosa
(Sigma) mediante agitacion moderada y se cargd en la pipeta pasteur te-
niendo cuidado en no secar la resina. Se adicion6 1 mL de suero y se lavo
con 5 mL de buffer de carga, se colectaron las fracciones de suero sin IgG
monitoreadas por absorbencia a 280 nm. Se neutraliz6 el suero con 1.5M de
tris base. Para liberar los anticuerpos de la columna se usé el buffer de cor-
rida(0.1M acido citrico pH 3) se monitore6 por absorbencia y se neutralizo
con tris base. La proteina total del suero se cuantificé por ensayo de Lowry.

Se almaceno la columna a 4 °C en buffer de corrida para su posterior uso.|43]

5.1.6. Peryodatacion Suero

Para oxidar el suero, se realizo la técnica de Spiro[46], se tomaron 200
1L de suero sin complemento y se oxidd a 4 °C durante 6h en la obscuridad
en 200 puL de buffer de acetatos 0.1M (pH=4.5) y 30 mg of NalO,. La
reaccion se detuvo agregando 200 pL de etilenglicol a temperatura ambiente.
La muestra fue dializada contra PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM
NayHPOy4, 1.5 mM K Hy POy, pH 7.3) por 12 horas. El control utilizado fue

suero no expuesto a peryodato.[46, 45]
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5.1.7. Preparacién de la Asialofetuina

El acido silico puede eliminarse por hidrolisis dcida debido a su posicién
terminal y naturaleza labil de los enlaces glicosidicos. Se tomaron 10 mg de
fetuina al que se le agregd 1 mL de H,50,4 0.5N y se calenté durante 1 hora
a 80 °C. La muestra se neutralizé con tris base 1.5M y se dializ6 contra PBS
por 12 horas.|46]

5.1.8.  'Tratamiento de los cubreobjetos

Los cubreobjetos redondos de 12mm de didmetro fueron sonicados por
10 minutos con la finalidad de eliminar particulas adheridas a la superfice,
se lavo con una disoluciéon de extran al 1% durante 30 minutos en agitacion
y posteriormente fue lavado 3 veces con agua destilada con agitaciéon por
30 minutos, al final del tratamiento los cubreobjetos fueron esterilizados en

autoclave.

5.1.9. Condiciones de crecimiento de S. schenckii

Se utilizo la cepa EH257, aislada de un caso clinico de esporotricosis fija,
procedente de Colombia. Fue crecido en medio minimo (base nitrogenada
sin aminoacidos 6.7 g, dextrosa 20 g, agar 20 g y agua destilada c.b.p. 1000
mL)y medio PDA (agar papa dextrosa 39 g y agua destilada c¢.b.p. 1000 mL)
durante siete dias a 28°C. Esta cepa tiene la capacidad de producir conidios

pigmentados en medio PDA y conidios hialinos en medio minimo.

5.1.10. Obtencion de conidios

Los conidios hialinos de S. schenckii se obtuvieron agregando de 3 a 5
mL de PBS 1X al cultivo de siete dias|[13|, y se agito con vortex de 10-15
segundos. Se filtro al vacio para eliminar el micelio. El filtrado se centrifugo
durante 15 minutos a 3000 rpm. El precipitado fue resuspendido en 1 mL de

PBS 1X y se cuantifico utilizando la cAmara de Neubauer.
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5.1.11.  Opsonizacién de conidios de S. schenckii

Los conidios fueron incubados con suero de conejo hiperinmune anti-
S.schenckii, suero preinmune, suero hiperinmune inactivado por calor (30
min a 57 °C), suero preinmune inactivado por calor, suero depletado de IgG
en PBS 1X durante 30 minutos a 37 °C. La suspension de conidios se agito
a intervalos de 10 min. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X centrifugando

cada vez a 5000 rpm durante 5 minutos.

5.1.12.  Fagocitosis de conidios en macrofagos U-937

Con la finalidad de estudiar el efecto de opsoninas en la fagocitosis, los
macrofagos se infectaron con los conidios opsonizados o sin opsonizar a una
multiplicidad de infeccion de 40 conidios/macrofago, se centrifugéd la placa
a 1000 rpm durante 1 minuto y se incub6 a 4 °C durante 30 minutos para
permitir la adhesion de los conidios a los receptores de la superficie del
macrofago. Las placas se lavaron suavemente para desechar los conidios no
unidos y seguidamente se incubaron durante 30 minutos a 37 °C con la
finalidad de que se llevara a cabo la internalizacion de los conidios. Las células
se fijaron con metanol absoluto frio y se tinieron en una disolucion de Giemsa
a una concentracion 1:15 en PBS durante 30 minutos, posteriormente, los
cubreobjetos se lavaron con agua destilada y se montaron en los portaobjetos
con glicerol al 40 %. El indice fagocitico se obtuvo contando 100 macrofagos
de distintos campos al azar. El indice fagocitico representa el ntimero de
macrofagos que han fagocitado al menos un conidio entre el ntimero total de
macrofagos observados.

Para estudiar el efecto inhibitorio de carbohidratos se realizaron ensayos
de competencia con concentraciones crecientes de manosa o galactosa. Los
macrofagos fueron infectados con conidios opsonizados con ovoalbtmina o
suero preinmune a una multiplicidad de infeccion de 40 conidios/macrofago
con el carbohidrato (manosa o galactosa), se incub6 a 4 °C durante 30 minu-
tos para llevar a cabo la adhesion posteriormente se incub6 la placa durante
30 minutos a 37 °C con la finalidad de que se llevara a cabo la internal-

izacion. Se fijo con metanol absoluto frio y los cubreobjetos se tineron con
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Giemsa, se montaron los cubreobjetos y se obtuvo el indice fagocitico.

5.1.13. Inmunofluorescencia

Se obtuvieron los conidios por filtracion estéril, se lavaron con PBS y
se resuspendieron en amortiguador de carbonatos pH 9. Posteriormente se
incubaron en presencia de FIT-C (Sigma F4274) a una concentracion de
10ug/mL por cada 2x107 conidios durante durante media hora a temperatu-
ra ambiente en la obscuridad al cabo de éste tiempo los conidios se lavaron
5 veces con amortiguador de carbonatos. Los conidios fueron resuspendi-
dos en PBS 1X y se opsonizd con la particula deseada, posteriormente los
macro6fagos se infectaron con una multiplicidad de 40 conidios/macrofago, se
centrifugo la placa a 1000 rpm durante 1 minuto y se incubd a 4 °C durante
30 minutos para permitir la adhesién de los conidios a los receptores de la
superficie del macréfago. Se lavo suavemente la monocapa para desechar los
conidios no unidos y se incub6 la placa durante 30 minutos a 37 °C en RPMI
con 30 uM de DAMP con la finalidad que se llevara a cabo la internalizacion
de los conidios e incorporar el DAMP al interir de la célula. Se fij6 con una
disolucion de paraformaldehido al 2% conteniendo 10mM de Peryodato de
sodio, 0.75M de Lisina, 37.5 mM de fosfato de sodio a un pH 6.2 [38, 30|
durante media hora a 25 °C, se resuspendié en PBS y los cubreobjetos se
almacenaron a 4 °C. Los anticuerpos se centrifugaron a 12000 RPM durante
10 minutos, las células fueron permeabilizadas con tritéon al 0.1 % durante 5
minutos a -10 °C, se realiz6 un lavado en PBS y se agreg6 aproximadamente
30 pL de anticuerpo de cabra contra DAMP (1:250, 80ug/mL de anticuer-
po). Se realizaron 3 lavados rapidos con PBS-Ovoalbumina al 0.1 %, se lavo
3 veces con b minutos entre lavado y lavado con la misma solucion de PBS.
Se agregd aproximadamente 30 pL. de anticuerpo contra Cabra acoplado a
Alexa y se incubd durante 1 hora a 25 °C, se hicieron 3 lavados rapidos
y 3 lavados con 5 minutos entre ellos. Las laminillas fueron montadas en
portaobjetos (Solucién de montaje: Moviol 0.5mL, Dabco 15.5 mg, DAPI
5ull).
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5.1.14.  Viabilidad

La viabilidad se monitoreo por la técnica de exclusion de azul de tripano
al 0.05% Antes de fijar las células conservando los datos cuya viabilidad fue

mayor al 98 %.

5.1.15. Prueba estadistica

Para determinar si la diferencia es significativa se realizé la prueba es-
tadistica T de student a dos colas empleando la paqueteria estadistica R|39],

considerando significativo cuando la probabilidad es menor a 0.05.[21, 56]



6. RESULTADOS

6.1. La fagocitosis de conidios de S.schenckii es dependiente de

la concentracion del suero

En trabajos previos del laboratorio se observo que los conidios no son
fagocitados eficientemente por los macrofagos [54, 5| por lo que se inici6 el
estudio de las opsoninas que estan involucradas en el proceso de internal-
izacion. Se opsonizaron conidios con suero hiperinmune anti-S.schenckii, y
suero preinmune a concentraciones crecientes como fuente de complemento
e IgG(Figura 6.2).

Con la finalidad de observar la internalizacion de los conidios se utilizo
la tincion de Giemsa y la fagocitosis fue estudiada con microscopia de luz
(Figura 6.1A). Los conidios de S.schenckii fueron opsonizados con suero e
incubados con macréfagos y para poder discriminar entre conidios adheridos
y conidios fagocitados se contaron soélo los conidios que se observaban dentro

de vesiculas (Figura 6.1).

A B

PR

Fig. 6.1: A) Conidios en vesiculas dentro de macrofagos U937 (Giemsa). B) Mi-
crofotografia electronica mostrando una célula U937 con un conidio de
S.schenckii internalizado. Fotografia: Coronel-Cruz|5|
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Fig. 6.2: Indice fagocitico de conidios de Sporothriz schenckii opsonizado con con-
centraciones crecientes de suero hiperinmune anti-Sporothriz schenckii y
suero preinmune con una multiplicidad de infecciéon de 40 conidios por
macréfago, 30 minutos de adhesion a 4°C y 30 minutos de fagocitosis a
37°C. Los datos representan la Media *Desviacion tipica

Es notable observar que a concentraciones bajas de opsonina existe fagoc-
itosis y al opsonizar tanto con el suero hiperinmune como con el suero prein-
mune se observa un incremento significativo en la internalizaciéon con respec-
to a los conidios no opsonizados (P<0.05).

Nuestros datos indican que la fagocitosis es dependiente de la concen-
tracion del suero, adicionalmente existe una diferencia significativa (P<0.05)
al utilizar el suero preinmune (incremento de 0.02 a 0.13) con respecto al
suero hiperinmune (incremento de 0.02 a 0.28) probablemente debido a la

presencia de anticuerpos anti-S.schenckii.
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6.2. Contribucion de componentes presentes en el suero a la

fagocitosis de conidios de S.schenckii

El suero esta formado por una gran cantidad de compuestos, entre sus
componentes se encuentran anticuerpos, elementos del complemento, gli-
coproteinas y carbohidratos que pueden participar como opsoninas en la
fagocitosis de patogenos. Para estudiar la contribucién de dichos elemen-
tos se opsonizaron conidos con a) suero hiperinmune, b) suero hiperinmune
depletado de IgG, c) suero hiperinmune inactivado con calor, d) suero hiper-
inmune inactivado por calor y depletado de IgG, e) suero preinmune y f)

suero preinmune inactivado con calor (Figura 6.3).

Fig. 6.3: Efecto de diversos elementos inmunes en la fagocitosis. Los conidios
fueron opsonizados con 40ug/mL de proteina sérica a 37°C durante 30
min. Los datos representan la Media £Desviacién tipica

La diferencia entre el indice fagocitico de conidios opsonizados con di-
versos tipos de sueros con respecto al hiperinmune indica el aporte de las
opsoninas la internalizaciéon de los conidios. Nuestros resultados muestran
que la fagocitosis esta mediada en su mayor parte por anticuerpos (53.23 %)
en una menor proporcion, por el sistema de complemento (17.55 %) sin em-

bargo se observo un porcentaje (29.22 %) estd mediada por otros elementos.
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Al depletar al suero hiperinmune de IgG e inactivar los componentes
termolabiles del complemento, no se encontraron diferencias significativas
con el suero preinmune inactivado por calor indicando que los elementos

desconocidos que intervienen en la fagocitosis se encuentra en los dos sueros.

6.3. Existen glicoproteinas que favorecen el proceso de

fagocitosis

En el suero se encuentran presentes elementos que pueden opsonizar a los
patogenos y ayudar en el proceso fagocitico distintos al sistema del comple-
mento o a la familia de las inmunoglobulinas, dichos elementos son glicopro-
teinas que al exponer su dominio de carbohidratos a receptores especificos
(receptor de manosa, receptor de galactosa, etc) promueven la adhesion y la
internalizacion de particulas a los macrofagos.|12]

Con la finalidad de determinar si la opsonina responsable de la fagocitosis
es de naturaleza glicoprotéica los sueros se trataron con peryodato|46] a fin
de oxidar los residuos glicosidicos terminales de las glicoproteinas con lo que
se altera la conformacion de los dominios de carbohidratos que se encuentran
presentes en las glicoproteinas alterando su funcion opsonizante (Figura 6.4).

Se observo que los conidios que se opsonizaron con el suero peryodatado
perdieron la capacidad de ser reconocido por el macréfago por lo que dis-
minuy6 el indice fagocitico al nivel basal, corroborando que un dominio de
carbohidrato presente en las glicoproteinas son responsables de la interaccion

con el macréfago en el proceso fagocitico.
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Fig. 6.4: Indice fagocitico de conidios opsonizado con suero preinmune sin comple-
mento, suero preinmune peryodatado y conidios sin opsonizar.Los conid-
ios fueron opsonizados con 40ug/mL de proteina sérica durante 30 min.
a 37 °C. Los datos representan la Media +Desviacion tipica

6.4. La fagocitosis de conidios de S.schenckii opsonizado con

suero preinmune es inhibido por Manosa

Los macrofagos poseen en su superficie receptores que reconocen a los
dominios de carbohidratos presentes en los organismos patogenos, uno de
los receptores mas estudiados es el de manosa el cual posee afinidad por
L-fucosa >D-manosa >D-N-acetil-glucosamina>D-Xilosa.[12]

Con la finalidad de determinar si el receptor que esta reconociendo a la
glicoproteina que opsoniza al conidio es el receptor de manosa, se realizaron
ensayos de competencia con el conidio opsonizado con a) el suero prein-
mune inactivado y b) conidios opsonizados con ovoalbimina contra manosa
y galactosa obteniendo la figura 6.5

El monosacarido D-manosa inhibe la fagocitosis de conidios casi en su
totalidad a concentraciones altas; sin embargo, el monosacarido D-Galactosa
inhibe parcialmente la fagocitosis de los conidios indicando una menor par-

ticipacion en la internalizacion del patogeno.
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Graficas de fagocitosis de S.schenckii por células U937 en experimen-
tos de competencia con carbohidratos monosacaridos. A)Opsonizado con
suero preinmune sin complemento, B) Opsonizado con ovoalbumina con
concentraciones crecientes de manosa o galactosa. Los datos representan
la, Media +Desviacién tipica
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Los resultados muestran que la afinidad por el inhibidor fue mayor para
la manosa y en un grado mucho menor por la galactosa indicando que la

fagocitosis estd mediada por el receptor de manosa del macrofago.

6.5. La fagocitosis de conidios opsonizados con suero
preinmune inactivado por calor esta mediado por el

receptor de manosa

Con la finalidad de confirmar la interaccién entre la opsonina presente
en el suero y el receptor de manosa, se realizaron experimentos opsonizando
los conidios con ovoalbiimina la cual presenta un dominio de manosa que
es reconocido por el receptor de manosa[47] y como control se utilizo la
asialofetuina que presenta dominio de galactosa y no es reconocida por el
receptor de manosa.|36]| (figura 6.6)

Conidios sin opsonizar
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Fig. 6.6: Fagocitosis de conidios opsonizados con ovoalbiimina, asialofetuina, suero
preinmune inactivado por calor y sin opsonizar. Los conidios fueron
incubados a 37°C por 30 minutos. Los datos representan la Media
+Desviacién tipica

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en la



6. Resultados 36

fagocitosis cuando se compara suero preinmune sin complemento y ovoal-
bimina lo que sugiere que el dominio que se reconoce es el de manosa.

Al opsonizar con Asialofetuina se observa una baja fagocitosis equivalente
al obtenido si no se opsoniza el conidio, probablemente debido a que el

macrofago posee un bajo reconocimiento hacia la galactosa.[12]

6.6. Los conidios vivos y muertos opsonizados con ovoalbiimina

o suero preinmune residen en vesiculas acidas

Una vez que el macroéfago reconoce al patogeno se lleva a cabo el proceso
de internalizacion hasta que el patogeno reside en un endosoma que madu-
raréd hasta llegar a ser un lisosoma; dicho compartimento posee un pH acido
que activa a un conjunto de enzimas capaces de degradar al patdégeno. El
mecanismo de evasion de algunos organismos consiste en modular tanto el
pH como el tipo de vesicula en el que residen, impidiendo la maduraciéon del
endosoma.

Estudios realizados previamente por nuestro grupo han mostrado que
S.schenckii sobrevive a la fagocitosis por lo que se realizaron experimentos
para determinar cualitativamente el pH intravacuolar.

Se utilizo DAMP (amina basica débil) que se difunde al interior de la
célula y se concentra dentro de organelos acidos.|16] La molécula de DAMP
no posee florescencia por si misma, asi que es necesario localizarla con un
anticuerpo antiDAMP acoplado a Alexa595 de color rojo. Con la finalidad
de localizar los conidios, éstos se marcaron con FIT-C que es un compuesto
fluorescente de color verde que se une a proteinas en la parte amino terminal.
Para localizar el nicleo de las células se agregd6 DAPI otro fluorocromo de
color azul que se intercala en el material genético.

Los conidios de S.schenckii internalizados por el macrofago fueron iden-
tificados por la fluorescencia verde producida por el FIT-C. Cuando el liso-
soma se acidifica, la concentraciéon de DAMP aumenta intensificando asi la
florescencia roja. Cuando se mezcla el color verde del Fit-C con el color rojo
del Alexab95 se observa una colocalizacion Amarillo-Naranja indicando que

el conidio reside en vesiculas acidas como se muestra en la figura 6.7
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Fig. 6.7: Colocalizacion de conidios en vesiculas acidicas A) conidios vivos op-
sonizados ovoalbumina, B)conidios muertos opsonizados ovoalbumina C)
conidios vivos opsonizados suero preinmune D) conidios muertos op-
sonizados suero preinmune

Nuestras observaciones indican que los conidios de S.schenckii opsoniza-
dos con ovoalbiimina o suero preinmune sin complemento (entrada al macrofa-

go via receptor de manosa) residen en vesiculas acidas a los 30 minutos.



7. DISCUSION

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del hospedero y gra-
cias a ella muchos microorganismos invasores potencialmente patégenos, son
eliminados rapidamente o bien al dispararse la inmunidad innata se activan
mecanismos especificos de la inmunidad adaptativa que los eliminara com-
pletamente. Uno de los mecanismos de la inmunidad innata es la fagocitosis
que requiere del reconocimiento de componentes del microorganismo por re-
ceptores especificos membranales de las células fagociticas. No se conocen
muchos detalles de la fagocitosis del hongo Sporothrixz schenckii por lo que
es ésta tesis se abordo el tema a fin de contribuir al conocimiento en este
campo.

En éste trabajo se estudiaron los requerimientos opsénicos para la fagoc-
itosis de conidios de S.schenckii en macrofagos de la linea celular U937. Los
resultados in wvitro demuestraron que los conidios son fagocitados con ba-
ja eficiencia por lo que la opsonizacién con elementos presentes en el suero
(factores termolébiles como el complemento, factores termoestables como las
inmunoglobulinas y glicoproteinas) son requerimiento para el reconocimiento
inmune del patégeno hacia los macréfagos.

Nuestros resultados sugieren que la fagocitosis de S.schenckii es mediada
por tres distintos receptores: Receptor de complemento, receptor de Fc y re-
ceptor de manosa. Las opsoninas mayoritarias en el suero son los elementos
del complemento (C3b) e inmunoglobulinas, dichas opsoninas favorecen la
union del patogeno a receptores especificos facilitando la internalizacion. Las
proteinas del sistema del complemento no contribuyen significativamente al
proceso fagocitico de S.schenckii debido a que al inactivar el suero con calor,
sOlo se observa una ligera disminuciéon en la fagocitosis. La fagocitosis dis-

minuye significativamente cuando el suero es depletado de IgG mostrando la
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importancia de la presencia de anticuerpos para el reconocimiento del hongo.
Al inactivar el suero con calor y depletarlo de IgG, no se logra a observar
niveles basales indicando la presencia de otros elementos que influyen en el
proceso fagocitico. En nuestro sistema experimental se encontré que las gli-
coproteinas del suero son importantes para la internalizaciéon del hongo ya
que al eliminar los residuos de carbohidrato con metaperyodato se reduce
la fagocitosis a niveles basales. Este resultado implica que las glicoproteinas
séricas estan involucradas en el reconocimiento de los conidios a través del
receptor en el macrofago.

Nuestros experimentos de inhibiciéon de la fagocitosis por monosacéridos
demostraron una gran capacidad inhibitoria por la manosa, por lo que se
propone que la fagocitosis es facilitada por opsonizacion y el reconocimiento
ocurre en estas condiciones a través del receptor de manosa.

El receptor de manosa es una lectina dependiente de calcio que actua
como un receptor endocitico expresado en la superficie de diversas lineas
celulares: endotelio hepético, macrofagos alveolares, y macrofagos deriva-
dos de monocitos. Se encuentra relacionado con la eliminaciéon de glico-
conjugados con dominios terminales de manosa, L-Fucosa, glucosa o N-
acetilglucosamina.|24] Este receptor tambien es un receptor fagocitico in-
volucrado con el sistema inmune innato y adaptativo. El receptor de manosa
se une a dominios de carbohidratos presentes en diversos patogenos como
bacterias, parasitos, hongos y virus; por lo que se considera un receptor de
reconocimiento a patogenos (PRR).[48]

Una vez que se ha estudiado el mecanismo de entrada hacia el macrofa-
go, se procedi6 a determinar el tipo de compartimento en el que reside el
patogeno. Nuestros datos muestran que al internalizar a los conidios hialinos
de S.schenckii mediante el receptor de manosa (opsonizando con ovoalbimi-
na o suero preinmune inactivado por calor) el hongo reside en un fagoso-
ma acido. Estos datos sugieren que a diferencia de otros patogenos como
H.capsulatum, S.schenckii no regula el pH del fagosoma.|[11]

La capacidad del macréfago para acidificar el fagosoma en el que reside
S. schenckii sugiere que la ATPasa vacuolar responsable de la acidificacion

no es excluida del fagosoma.
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Nuestros datos muestran que la opsonizaciéon con moléculas del suero es
esencial para la fagocitosis de S.schenckii y la caracteristica que el com-
plemento no aumenta la internalizaciéon sugiere que el conidio evade el ser
eliminado por fagocitosis debido a la presencia de moléculas en la superficie
de la célula que protege al hongo de la fagocitosis.

Existen diversos ejemplos de evasion. La adhesion de microorganismos
no opsonizados al macrofago puede ser inhibido por carbohidratos presentes
en la membrana del patdgeno. La capsula de Cryptococcus neoformans es
antifagocitica.[49] La capsula de algunos microorganismos inhiben la acti-
vacion del complemento su deposicion en las células patogenas.[28] La viru-
lencia de S.schenckii ha sido correlacionada con la fracciéon de manosa con
respecto a ramnomanosa en la pared de los conidios obtenidos a diferentes
tiempos de crecimiento.[13] Se ha encontrado acido sidlico en la superficie
de algunos patogenos como F.pedrosoi, C.neoformans y S.schenckii, éstos
residuos poseen un papel importante en proteccion de los patdégenos contra
la fagocitosis por macrofagos.|2| Al tratar a S.schenckii con Neuramidinasa
se incrementa significativamente la fagocitosis por parte de macrofagos peri-
toneales demostrando que la presencia de acido sidlico en la superficie de la
pared protege al hongo de la internalizacion y eliminacion.[37]

En resumen, éste trabajo contribuye al entendimiento de la interacciéon
del conidio de S.schenckii con el macrofago. Se demostré que una glico-
proteina sérica con afinidad hacia el receptor de macrofago incrementa la
fagocitosis en mayor grado que el sistema del complemento. Nuestros datos
sugieren que la actividad antifagocitica de los ocnidios puede ser el resulta-
do de una inhibicién por acido sidlico presente en la pared del hongo; sin
embargo, ésta inhibicion se elimina por la opsonizaciéon con glicoproteinas o
anticuerpos especificos.

La mayoria de estudios de S.schenckii se han llevado a cabo con la fase
paréasita del hongo inoculado en ratones donde estudios histopatologicos han
mostrado la presencia de levaduras dentro de macréfagos.[17] Estos estudios
estan relacionados con la fase tardia de la infeccion; sin embargo, la esporotri-
cosis se inicia por la inoculacion de conidios o pequenos fragmentos miceliales

en la epidermis, en éste proceso inicial se desconocen las interacciones que
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se llevan a cabo entre el conidio y el hospedero.

Nuestros resultados proponen que la variedad de opsoninas reportadas
aqui proveen al conidio una estrategia que facilita la invasion del hospedero.
La opsonizacién previene el reconocimiento por parte del sistema inmune
del hospedero para evitar una entrada especifica al macroéfago y provee un
mecanismo para sobrevivir y proliferar intracelularmente.

Al internalizar los conidios dentro del macroéfago, el fagosoma madura a
fagolisosoma acidificando la vesicula donde reside el patogeno, sin embargo,
se desconoce la sobrevida del patogeno y si es capaz de realizar su transicion

dimorfica dentro del macrofago.

7.1.  Modelo propuesto

De acuerdo con los resultados se propone el siguiente modelo:

En un traumatismo con material contaminado de S.schenckii en donde
se ve afectada la integridad de la piel existe una respuesta por parte del
sistema inmune innato. Los macréfagos son los encargados de regular la
respuesta inmune ademas de eliminar al patogeno (conidios). Los conidios no
son reconocidos por los receptores presentes en el macrofago, probablemente
por la presencia de acido sidlico, al residir en el medio extracelular se puede
llevar a cabo su transicion dimoérfica a levadura por las condiciones del medio.

Los conidios al estar en contacto con los componentes del suero son op-
sonizados tanto por glicoproteinas, sistema del complemento e inmunoglob-
ulinas donde pierden su caracter antifagocitico y pueden ser internalizado
por tres vias: receptor Fc, receptor de complemento y receptor de manosa. El
fagosoma a los 30 minutos se observa acidificado con la finalidad de activar
enzimas hidroliticas, realizar estallido respiratorio y asf erradicar al patégeno
(Figura 7.1).

El modelo posee algunas limitantes ya que se desconoce la sobrevida de
S.schenckii dentro del macréfago por lo que no se puede determinar si el
patégeno utiliza al fagocito como un mecanismo de evasion. No es posible
conocer donde se lleva a cabo la transicién dimoérfica (dentro del macrofago

o en el medio extracelular).
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Fig. 7.1: Modelo propuesto: En un traumatismo con material contaminado de
S.schenckii en donde se ve afectada la integridad de la piel existe una
respuesta por parte del sistema inmune innato. Los macrofagos son los
encargados de regular la respuesta inmune ademas de eliminar al patégeno
(conidios). 1) los conidios no son reconocidos por los receptores presentes
en el macréfago, probablemente por la presencia de acido sidlico que in-
hibe la fagocitosis. 2) Los conidios podrian estar en el espacio intercelular
donde se puede llevar a cabo su transicién dimoérfica a levadura por las
condiciones del medio. 3) Las levaduras de S.schenckii no son reconocidos
por el macréfago y podran permanecer en el espacio intercelular o afectar
otro linaje celular. 4) Los conidios al estar en contacto con los compo-
nentes del suero son opsonizados tanto por glicoproteinas, sistema del
complemento e inmunoglobulinas. 5) El conidio al ser opsonizado puede
entrar al macrofago por tres vias, receptor Fc, receptor de complemen-
to y receptor de manosa. 6) El fagosoma a los 30 minutos se observa
acidificado con la finalidad de erradicar al patégeno. Se desconoce la so-
brevida de S.schenckii dentro del macrofago y si éste puede llevar a cabo
su transicion dimorfica dentro del macréfago



8. CONCLUSIONES

La fagocitosis del hongo S.schenckii por macrofagos U937 es dependi-

ente de la concentracion de Opsonina.
La fagocitosis en su mayor parte esta mediada por anticuerpos (53.23 %).
El aporte del complemento en la fagocitosis es del 17.55 %.

Existen opsoninas de naturaleza glicoprotéica que contribuyen al pro-

ceso fagocitico en un 29.22 %.

Dichas opsoninas poseen terminales que son reconocidas por el receptor

de manosa

Los conidios de S.schenckii residen en vesiculas acidas dentro de los

macrofagos



9. PERSPECTIVAS

Caracterizar las glicoproteinas asociadas al proceso fagocitico.
Determinar con anticuerpos la interaccion con el receptor de manosa.

Determinar las variantes de opsoninas en suero de pacientes y personas

sanas.
Describir el tranisito intracelular dependiendo de la via de entrada.
Estudiar la sobrevida de S.schenckii dentro del macrofago.

Estudiar la transiciéon dimoérfica de S.schenckii dentro del macrofago.

Caracterizar la interacciéon de conidios de S.schenckii en otras lineas

celulares.
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