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RESUMEN.  

 

La Esporotricosis es la micosis subcutánea más frecuente en México y en el mundo. Esta 

enfermedad es causada por un hongo dimórfico termo-dependiente llamado Sporothrix 

schenckii (SC). Este hongo se encuentra generalmente en la vegetación en su forma 

micelial (conidias e hifas), mientras que a temperaturas cercanas a 37°C adquiere su 

forma de levadura. La conidia y/o la hifa, entran en el hospedero por lesiones en la piel o 

por inhalación, mientras que solo la forma de levadura ha sido observada en biopsias de 

piel de pacientes con la enfermedad. Las manifestaciones clínicas más frecuentes son a 

nivel de piel, pero existen casos reportados de manifestaciones viscerales en pacientes 

inmunocomprometidos. 

Investigaciones anteriores han mostrado que tanto las células T CD4+ como los 

macrófagos son importantes en la formación del granuloma, el cual es un componente 

crítico y esencial en la defensa normal del hospedero contra la infección. Sin embargo, no 

se conocen los antígenos potenciales de SC y se desconoce si algunos de sus 

componentes son capaces de inducir una respuesta inmune celular o si es necesario 

utilizar adyuvantes en la inducción de este tipo de respuesta.  

El objetivo central del trabajo fue evaluar la inducción de una respuesta inmune 

celular después de la inmunización en la piel utilizando como antígenos potenciales a la 

esporotricina y las conidias inactivadas de SC en presencia o ausencia de la toxina de 

cólera (TC) como adyuvante. 

En este trabajo se utilizaron conidias, que son la unidad de reproducción asexual de 

SC, además de la esporotricina que es un complejo péptido-polisacárido obtenido de la 

fase micelial del hongo. Esta última se utiliza en pruebas de intradermorreacción para el 

diagnostico de la enfermedad. 

Para evaluar la respuesta celular en contra de estos dos antígenos de SC, se 

utilizaron ratones C57BL/6, a los cuales se les realizaron pruebas de DTH (del inglés 

delayed-type hipersensitivity) en las orejas. Se inoculó por vía intradérmica (i.d) en la oreja 

del ratón la esporotricina y las conidias inactivadas, solas o en presencia de la TC o la 

subunidad β no tóxica de esta toxina (CTB); después de 7 o 31 días se retó en la misma 

oreja y en la oreja contraria con esporotricina o con conidias respectivamente en ausencia 

de adyuvante. Las pruebas de hipersensibilidad tardía mostraron que tanto la conidia 

inactivada como la esporotricina, son incapaces de desarrollar una respuesta celular por si 
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solas. Sin embargo, tanto la TC completa como la CTB lograron inducir una DTH la cual 

fue más evidente en el caso de las conidias.  Correlacionando con la inducción de una 

respuesta DTH en los ratones inmunizados con la CTB y conidias de SC se observó una 

importante infiltración de linfocitos T CD4 con fenotipo de memoria en la epidermis de los 

ratones.   
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INTRODUCCIÓN. 

 

Sporothrix schenckii (SC). 

 

Sporothrix schenckii es un hongo dimórfico, es decir posee una fase micelial y una 

levaduriforme, además es termo-dependiente y el agente causal de la esporotricosis.  La 

esporotricosis es la micosis subcutánea más frecuente en México y el mundo (1, 2), afecta 

primordialmente la piel y ganglios linfáticos, pero en individuos inmunocomprometidos 

llega a dañar huesos, articulaciones y órganos profundos (1). 

La forma micelial de este hongo (compuesta por conidias e hifas), se encuentra en 

el suelo y vegetación (madera, hojas, ramas, etcétera) de ciertas zonas de México y el 

mundo que poseen climas templados y húmedos, con un promedio de temperatura de 20 

a 25°C y una humedad relativa superior al 90% (1, 2). La fase levaduriforme ha sido 

observada en biopsias de pacientes con esporotricosis y mediante el cultivo de este hongo 

a 37°C en medios ricos en nutrientes como el gelosa-sangre o agar BHI (5).  

Durante la fase micelial, su pared celular se encuentra compuesta por glucanos β y 

glucopéptidos (péptidos-ramnomananos) los cuales son reconocidos como fracciones 

antigénicas por el sistema inmune. Estos glucopéptidos se encuentran constituidos en un 

14.2% por proteínas y en un 86.4% por carbohidratos, donde los principales azucares son 

la ramnosa y la manosa (2). 

 La fase micelial se obtiene a una temperatura de 28°C en medios de cultivos de 

agar Sabouraud, micosel agar y agar papa-dextrosa. Las colonias se desarrollan 

rápidamente alrededor de 3 a 4 días (2). Al microscopio se observan hifas muy delgadas, 

de 1-3 µm de diámetro, septadas, ramificadas e hialinas. Su reproducción asexuada es a 

base de microconidias (1). 

 La fase levaduriforme se obtiene a 37°C en los medios de cultivo antes 

mencionados y se puede estimular su crecimiento cultivándolos en una atmósfera con 5% 

de CO2. El desarrollo de colonias se obtiene de 3 a 5 días y al microscopio se observan 

células levaduriformes, ovoides o alargadas que miden de 2 a 4 por 3 a 6 µm (1). 
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 A)                                                                         B) 

                                        

Imagen 1. A) Imagen al microscopio de SC en su forma micelial, al cual se le sometió a una tinción previa con azul de 

algodón. B) Imagen al microscopio de SC en su forma de levadura, sometido previamente a la tinción de PAS. 

 

Esporotricosis 

 

Es una micosis subcutánea producida por el hongo Sporothrix schenckii (2, 5). Esta 

infección afecta primordialmente la piel y ganglios linfáticos en forma de lesiones 

gomosas, pero en individuos inmunocomprometidos llega a dañar huesos, articulaciones y 

órganos profundos (1). 

 

Antecedentes Históricos. 

El primer caso de esporotricosis fue visto en 1898 en los E.U.A por Benjamín Schenk (4) 

en un paciente con esporotricosis linfagítica y del cual se obtuvo el cultivo que 

posteriormente fue clasificado por Smith (1). Los siguientes casos fueron observados por 

Hektoen y Perkins nuevamente en E.U.A y por Beurman en Francia. Cada uno de ellos dio 

clasificaciones diferentes a cada una de sus cepas descubiertas (1). Fue hasta 1962 que 

Michael terminó con las confusiones en la clasificación de este hongo dándole el nombre 

de Sporothrix schenckii (1, 4). 

 Los primeros casos mexicanos fueron reportados en 1913 por Gayón y Aguirre 

Pequeño. Posteriormente en 1947, González-Ochoa junto con Soto-Figueroa extrajeron y 

purificaron el primer antígeno de naturaleza polisacárida, el cual utilizaron en pruebas 

intradérmicas (1, 4),  para determinar la presencia de una respuesta inmune en personas 

infectadas con el hongo. 

 

Conidias 

Hifas  Levadura 
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Epidemiología. 

Se han reportado casos en el oeste de Europa en países como Francia, Italia y España, 

en Asia en los países de India, Tailandia, China y Japón y en África. Aunque se han 

reportado casos en todos los continentes, el mayor número de infecciones se presentan 

en América intertropical, sobresaliendo los países de México, Uruguay, Perú, Colombia y 

Guatemala (1, 4), además en los últimos años ha aumentado el número de casos 

reportados en Brasil por transmisión zoonótica (4). 

 En México, la esporotricosis es la micosis subcutánea más frecuente (2) y aunque 

prácticamente se ha presentado en todos los Estados de la República, las zonas con 

mayor número de casos son: el occidente (Jalisco y Nayarit) y la zona centro (Guanajuato, 

Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y el Distrito Federal). Esta frecuencia puede deberse a dos 

razones: la primera a que S. schenckii habita estas áreas y la segunda razón, es que a la 

zona metropolitana ingresan gran cantidad de productos como flores, madera y cajas para 

verdura y frutas de los Estados circunvecinos que son esporotrigénicos (1). 

 Este hongo habita generalmente en climas templados y húmedos, con un promedio 

de temperatura de 20-25°C y humedad relativa superior al 90%.  

 La enfermedad puede presentarse en cualquier época del año, sin embargo la 

mayor parte de enfermos se presenta a finales de otoño y principios de invierno. En 

México, esto puede deberse a que por ser el final de la temporada de lluvias, se alcanza la 

humedad y temperatura óptimas para el desarrollo del hongo, además de que aumenta la 

posibilidad de contacto con vegetales y plantas, ya que es la época de cosecha (1). 

 Como se mencionó, SC vive en el suelo y la vegetación, y estas son la  fuente 

principal de infección con este hongo. Sin embargo, en los últimos años la infección ha 

sido considerada una de las más importantes enfermedades zoonóticas, es decir a partir 

de animales que actúan como vectores indirectos de la infección, ya que se ha logrado 

aislar el hongo de pezuñas y dientes de animales como ratas, ratones y ardillas (4). 

 La esporotricosis se considera como una enfermedad ocupacional y se presenta 

sobre todo en campesinos, amas de casa, niños en edad escolar, cultivadores y 

vendedores de flores, cazadores, mineros y pescadores, entre otros. La principal vía de 

ingreso es la cutánea, a través de traumatismos con material contaminado por este hongo, 

sin embargo en individuos que viven en zonas altamente endémicas y se encuentran 

inmunocomprometidos, el hongo puede penetrar por vía respiratoria y provocar casos 

pulmonares y sistémicos (1, 11). 
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Patogenia. 

La esporotricosis cutánea se inicia a través de traumatismos con objetos contaminados 

con el hongo en su forma micelial (11). La primera lesión se presenta en el sitio de entrada 

del hongo y, aproximadamente 10 días después de la inoculación, por efecto de la 

interacción con la respuesta inmune, se forma un complejo cutáneo-linfático denominado 

granuloma, el cual es crítico y un componente esencial de la defensa normal del 

hospedero (5). Este se encuentra conformado por una zona central que contiene 

polimorfonucleares, macrófagos y linfocitos (5), una zona media o tuberculoide con 

linfocitos, células gigantes multinucleadas y células de Langerhans (6) y una capa externa 

conformada por macrófagos, linfocitos y fibroblastos (2). A partir de este momento la 

enfermedad tiende a seguir dos cursos: en un porcentaje relativamente bajo las lesiones 

pueden involucionar y curarse espontáneamente, o bien pueden extenderse  dando lugar 

a placas verrugosas o lesiones gomosas escalonadas, que afectan los ganglios linfáticos 

regionales (1). Sin embargo, si el sujeto se encuentra inmunocomprometido, esta 

enfermedad puede llegar a diseminarse a órganos profundos (hígado, pulmones, vísceras, 

etcétera) y llegar incluso a causar una enfermedad sistémica (4, 5).    

 

Aspectos clínicos. 

La distribución más frecuente de la enfermedad en el cuerpo se da en miembros 

superiores e inferiores, aunque en el caso de los niños también es frecuente encontrarla 

en la cara. 

Debido a las diferentes manifestaciones clínicas en que se presenta la infección con 

este hongo, existen muchas clasificaciones sin embargo, la mayoría coincide en dividir los 

aspectos clínicos de acuerdo a la competencia inmunológica del individuo, tal y como lo 

propone Saúl en 1988, clasificando las diferentes esporotricosis de la siguiente manera 

(1):  

 

 Esporotricosis cutáneo-linfática: Forma más clásica y frecuente (75% de los 

casos), en la que el individuo infectado desarrolla una respuesta inmune 

evidenciada por la presencia de granulomas. Se presenta en miembros superiores, 

inferiores y cara, en donde se forma un chancro esporotricósico después de una o 

dos semanas de la infección con el hongo y aparecen lesiones en forma lineal y 
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escalonada en los ganglios linfáticos regionales las cuales poder ser resueltas con 

los tratamientos convencionales.   

 

 

 Esporotricosis cutáneo-fija: Forma crónica y localizada (25% de los casos), en la 

que el desarrollo de la respuesta inmune evidenciada por la presencia de 

granulomas  evita la diseminación de la infección, sin embargo la resolución de la 

infección se logra solamente con el uso de los tratamientos convencionales.  

 

 

 Esporotricosis cutáneo-superficial: Algunos la consideran como una variedad de 

la esporotricosis cutáneo-fija, pero con la diferencia de que la infección se presenta 

en individuos inmunocomprometidos, los cuales no desarrollan una respuesta 

inmune adecuada. 
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 Esporotricosis cutáneo-hematógena: Es la variedad cutánea más rara (1-2% de 

los casos), se le puede considerar oportunista porque siempre viene asociada de 

una inmunosupresión. Se puede localizar en cualquier parte de la piel, incluso en 

mucosas (boca, faringe) y este tipo es el que tiende a una mayor progresión, 

diseminándose a huesos, articulaciones y otros órganos, incluyendo el sistema 

nervioso central. Esta variedad no  tiende a la curación y tiene por lo general un mal 

pronóstico. 

 

 

 Esporotricosis osteo-articular: Se presenta en pacientes inmunocomprometidos y 

afecta principalmente los huesos y las articulaciones. 

 

 

 Esporotricosis pulmonar y sistémica: La esporotricosis pulmonar es considerada 

una entidad rara, ya que solo se presenta en individuos inmunocomprometidos que 

viven en regiones altamente endémicas para este hongo, por lo cual existen pocos 

casos reportados en la literatura. 
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Diagnóstico de laboratorio (1).  

1) Intradermorreacción con esporotricina M (micelial). 

Se ocupa el complejo péptido-polisacárido, obtenido de la fase micelial de SC, el 

cual se inyecta intradérmicamente en el antebrazo o espalda del sujeto a evaluar. 

Se puede presentar una respuesta inmediata (5-10 minutos) caracterizada por 

eritema y prurito que indica la liberación de histamina pero que carece de valor 

alguno para el diagnóstico. La prueba confirmatoria se obtiene entre las 24 y 48 

horas posteriores a la inoculación, formándose una zona indurada y eritematosa 

con un diámetro mayor a 5 mm.  

Esta prueba se trata en si de una respuesta de hipersensibilidad del tipo 

retardada (DTH por sus siglas en ingles), en la cual se pone en evidencia la 

presencia de linfocitos CD4+ de memoria, generalmente del tipo Th1 y en algunos 

casos del tipo Th17 (3, 32), originados durante la infección con el hongo, los cuales 

montan una respuesta inmune conformada por la expresión de citocinas como INF-

γ, TNF-α, TNF-β, e IL-17, entre otras, las cuales reclutan y activan macrófagos, así 

como neutrófilos y algunos otros tipos celulares(3). 

 Sin embargo, esta prueba cuenta con una desventaja para el diagnostico de 

la infección, ya que debido al desarrollo de memoria inmunológica en contra de este 

hongo, la inoculación con la esporotricina resulta en pruebas positivas en individuos 

que no se encuentran infectados por el hongo en ese momento, pero que 

anteriormente desarrollaron la enfermedad o inclusive que solo estuvieron en 

contacto con el hongo. Además, existen casos reportados de falsos negativos en 

pacientes inmunosuprimidos. 

2) Cultivos. 

Son el mejor método para establecer el diagnóstico. Se realizan a partir del material 

obtenido de las lesiones, el cual se cultiva en medios como el Sabouraud y micosel 

agar, a 28°C. Las colonias aparecen en un tiempo promedio de 5 a 8 días.  

Debido a que SC es un hongo dimórfico, si el material colectado de las 

lesiones se siembra en medios de cultivo ricos (gelosa sangre, agar BHI) y se 

incuba a 37°C, se obtienen colonias levaduriformes. 

3) Exámenes directos y biopsias. 

No son útiles por que regularmente dan resultados negativos (2), debido a que las 

levaduras son muy pequeñas y mediante las técnicas convencionales de tinción 
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como la Tinción de Gram no se hace visible al hongo (1). La tinción más 

recomendada es la Tinción de PAS (ácido peryódico de Schiff) y Grocott (2). 

Además la histopatología no es específica y se llega a confundir con otras 

infecciones por hongos (1). 

4) Serología. 

Cobran gran importancia en las formas sistémicas y pulmonares de la infección. Las 

pruebas más importantes son detección de anticuerpos en sangre y la fijación del 

complemento. Sin embargo debido a la capacidad de SC de generar memoria 

inmunológica, se pueden presentar casos positivos en individuos que no se 

encuentran infectados en ese momento, pero sufrieron una infección anterior con 

este hongo. 

5) Técnicas de PCR. 

Se han utilizado como técnicas de diagnostico al amplificar ciertos fragmentos del 

DNA de SC, como por ejemplo la secuencia de la fracción 26s del RNA ribosomal. 

Sin embargo, estas técnicas no son muy usadas para el diagnóstico de la 

enfermedad debido a que son caras y no podrían desarrollarse de manera cotidiana 

en todos los laboratorios (4). 

 

Tratamiento (1). 

 Yoduro de potasio (KI): Es una terapia con buena efectividad, mínimos efectos 

secundarios, de fácil administración y bajo costo. Sin embargo el tiempo de terapia 

en los casos más comunes de esporotricosis como lo son el linfagítico y el fijo, es 

de 3 meses, pero se aconseja continuar el tratamiento por dos meses más para 

evitar las recaídas. Además en las mujeres embarazadas puede causar 

hipertiroidismo en el producto. 

 Anfotericina B: Utilizada en los casos de esporotricosis sistémica, pero su uso 

acarrea gran cantidad de efectos secundarios y la terapia solo puede administrarse 

intrahospitalariamente. 

 Griseofulvina: A pesar de que el tratamiento con este fármaco ha demostrado 

buenos resultados, no se recomienda debido a que muchos casos han fracasado, el 

tiempo de tratamiento es más largo (4 a 6 meses) y causa efectos secundarios 

como cefalea, gastritis y fotosensibilidad. 
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 Ketoconazol e itraconazol: En general los resultados no son tan buenos como los 

obtenidos con el KI, además de que se emplea por más tiempo y la terapia es 

mucho más costosa. Mientras que los efectos colaterales reportados para el 

ketoconazol incluyen hepatotoxicidad y efectos antiandrogénicos. Sin embargo son 

terapias utilizadas usualmente cuando el tratamiento con KI falla o está 

contraindicado. 

 Calor local: Debido a que SC es termo-sensible (no crece a temperaturas mayores 

a 40ºC), se recomienda baños de agua caliente (45ºC) durante 15 a 20 minutos tres 

veces al día. Sin embargo, este tratamiento solo es útil para casos de esporotricosis 

leves o en el caso de las embarazadas donde los tratamientos anteriormente 

mencionados son contraindicados y se busca por lo menos evitar la diseminación 

de la infección.    

 

De tal manera se puede observar que los tratamientos existentes no son del todo eficaces 

y tiene efectos secundarios importantes. Motivo por el cual se decidió evaluar la respuesta 

inmune que se desarrolla después de la inmunización en piel de dos diferentes 

componentes de este hongo, con el objetivo de desarrollar en un futuro una vacuna capaz 

de inducir una respuesta inmune eficiente en contra de SC y así prevenir las diferentes 

manifestaciones clínicas provocadas por la infección con este hongo. Para esto se 

utilizaron a la esporotricina y a las conidias de SC como antígenos potenciales, ya sea 

solos o en presencia de adyuvantes para la inducción de una respuesta inmune celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
17 

ANTECEDENTES. 

 

Los datos mencionados indican que la competencia inmunológica de los individuos parece 

ser crucial en el desarrollo de la micosis causada por SC. Los tratamientos existentes no 

son del todo eficaces y tienen efectos secundarios importantes. De esta manera el 

desarrollo de una vacuna contra este hongo que pueda utilizarse en zonas endémicas y 

sobre todo en individuos inmunocomprometidos sería importante para el control de la 

diseminación de los distintos tipos de micosis causada por SC.    

En este trabajo se evaluó la inducción de una respuesta celular tipo Th1 en el sitio 

de entrada de este microorganismo (piel) utilizando como antígenos a  la esporotricina así 

como a las conidias de SC inactivadas por calor, solas o en presencia de la toxina del 

cólera como adyuvante.     

  

Sporothrix schenckii (SC) y respuesta inmune. 

 

Estudios recientes han reportado que el hongo Sporothrix schenckii forma parte de un 

grupo de hongos dimórficos denominado ―Complejo de Sporothrix schenckii”. Este 

complejo incluye 5 especies que han sido diferenciadas filogenéticamente a través de 

estudios moleculares y que fueron clasificadas como: Sporothrix albicans, Sporothrix 

brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana y Sporothrix schenckii, además 

últimamente está en discusión la entrada al grupo de otra especie llamada Sporothrix luriei 

(4). 

 Un estudio realizado en ratones, en el que se comparó la patogenicidad de estas 5 

especies de Sporothrix, demuestra que las especies más virulentas de este complejo son 

S. brasiliensis  y S. schenckii (7). Por lo cual basados en su patogenicidad y disponibilidad 

se decidió trabajar con la cepa EH-143 del hongo SC proporcionada por el Laboratorio de 

Micología básica, del Departamento de Microbiología y Parasitología, de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México, donde obtuvieron esta cepa de 

lesiones de pacientes con esporotricosis cutáneo-linfática. 

 A pesar de que la respuesta inmune parece ser crucial en el desarrollo y la 

severidad de la enfermedad causada por SC, actualmente existen pocos estudios acerca 

del tipo de  respuesta inmune que se desarrolla en contra de este hongo. Varios reportes 

coinciden en que la respuesta inmune celular es un mecanismo de defensa capaz de 
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controlar la infección (12), dentro de la cual, la respuesta más eficaz para la erradicación 

de este hongo es la inducción de una respuesta tipo Th1 que involucra la participación de 

linfocitos T CD4+, macrófagos (13, 14, 23), células dendríticas (incluyendo células de 

Langerhans (6)) y neutrófilos (8), todas estas células son requeridas para la formación del 

granuloma, que es un componente crítico y esencial en la defensa del hospedero (2, 5, 6, 

15, 20, 24).  Se ha demostrado por inmunohistoquímica que los linfocitos presentes en 

estos granulomas se encuentran produciendo INF-γ lo que indica una respuesta del tipo 

Th1 (4, 5, 14, 15), la cual activa y potencializa las funciones de los macrófagos que se 

encuentran formando el granuloma (5).  

 Se conoce que los receptores de reconocimiento de patrones (PRR´s) juegan un 

papel importante en el reconocimiento de microorganismos ya que realizan diversas 

funciones como la activación del sistema inmune innato, estimulan la producción de 

citocinas pro-inflamatorias y participan en la modulación de la respuesta inmune 

adaptativa (16). Algunos estudios han planteado que el reconocimiento de este hongo 

podría llevarse a través de los receptores tipo Toll TLR-2 y TLR-4 ya que estos inducen la 

secreción de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-α (17, 19), mismas que se han 

encontrado en cultivos celulares con SC,  además de que algunos otros hongos como 

Candida albicans, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus son reconocidos a través de 

estos receptores (5).  

 Sin embargo, la interacción precisa entre el hongo SC, las células dendríticas 

(DCs) y los demás tipos celulares que participan en la respuesta inmune contra este 

hongo, así como los receptores que participan en el reconocimiento de los distintos 

componentes del hongo no han sido totalmente elucidados. 

Por otra parte, como todos los microorganismos, SC cuenta con mecanismos de  

evasión de la respuesta inmune los cuales podrían estar involucrados en que se desarrolle 

una RI ineficiente. Por ejemplo algunos estudios reportan que SC evade a las células 

fagocíticas mediante la invasión de las células no fagocíticas del hospedero, como por 

ejemplo células epiteliales y células endoteliales, en las cuales promueven su propia 

endocitosis al unirse a receptores de superficie inducibles en estas células (9). En el caso 

de SC se descubrió que esta invasión de las células endoteliales la lleva a cabo la forma 

levaduriforme de este hongo, la cual se une a proteínas inducibles de 90 kDa y 135 kDa 

en las células endoteliales, sin embargo aun se desconoce el mecanismo de invasión (9). 

Esto coincide con reportes en los cuales se ha visto que la forma levaduriforme de SC 
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puede además, escapar de la respuesta inmune del hospedero mediante una baja 

inducción de la respuesta Th1 y una probable inducción de una respuesta del tipo Th2, 

debido a que promueve la secreción de altas cantidades de IL-4 (5). Otro factor de 

virulencia es la producción de melanina en su pared celular, lo que le confiere protección 

al neutralizar los radicales libres (4) y las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (22), 

producidas dentro de ciertas células fagocíticas como los macrófagos y neutrófilos. Estas 

especies reactivas, se ha demostrado, que permiten una correcta actividad fungicida por 

parte de estas células (8). 

De acuerdo con esto si se quiere inducir una respuesta inmune eficiente contra SC, 

sería importante utilizar componentes del hongo que no participen en los mecanismos de 

evasión. 

Aunque hoy en día aun se desconocen gran parte de los mecanismos de la 

respuesta inmune que se desarrolla en contra de SC y de la evasión a esta respuesta por 

parte de este hongo, los diferentes estudios realizados indican la necesidad de un 

tratamiento complementario a la respuesta inmune del hospedero, para lograr resolver la 

infección por completo.  

 

Esporotricina. 

 

Desde la primera obtención del antígeno de SC hecha por González-Ochoa en 1947, las 

esporotricinas han sido tema de múltiples trabajos de investigación. En la actualidad, el 

mecanismo de obtención de las esporotricinas se ha refinado cada vez más, al utilizar 

medios mínimos de cultivo que producen antígenos más puros y limpios. Entre estos 

trabajos destacan los realizados por Mariat, Toriello, Ishizaki, Lloyd y Travasos, entre otros 

(1). 

 Debido al dimorfismo de SC, es posible obtener dos tipos diferentes de 

esporotricinas; la proveniente de la fase micelial y la de la fase levaduriforme. En ambos 

casos se trata de un glucopéptido, cuya composición química entre ambas es casi la 

misma (1, 2).  

La parte polisacárida contiene: manosa, galactosa, glucosa y ramnosa, este último 

carbohidrato no ha sido reportado en otros hongos patógenos, por lo que se piensa, le 

puede conferir cierta especificidad. Mientras que la parte peptídica se encuentra 

compuesta principalmente por treonina, serina, ácido aspártico y ácido glutámico (1). 
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Además la fracción polisacárida puede variar dependiendo de la fase del hongo (1, 

2). Durante la fase micelial se pueden encontrar estructuras formadas por unidades de 

dirramnosil-ramnomananas, mientras que en la fase levaduriforme, estas unidades son de 

monorramnosil-ramnomananas, lo que les podría conferir ciertas diferencias 

inmunogénicas. (1) 

En trabajos realizados por Arenas-López y Toriello sobre estas dos esporotricinas, 

concluyen que al utilizar la esporotricina obtenida durante la fase micelial se obtiene una 

mayor reproducibilidad en las pruebas de intradermorreacción y pruebas serológicas que 

cuando se utiliza la esporotricina obtenida  de la fase levaduriforme (64).  

Por lo cual, basado en estos trabajos, la esporotricina obtenida de la fase micelial 

de los cultivos de SC, representa una mejor candidata para ser utilizada como un antígeno 

potencial de este hongo. 

 

Conidias. 

 

Las conidias forman parte de la fase micelial del hongo y se obtienen a una temperatura 

de 28°C en medios de cultivos como agar Sabouraud, micosel agar y agar papa-dextrosa 

después de 3 o 4 días (2), además son la unidad de reproducción asexual de SC (1).  

Su pared celular se encuentra compuesta por glucanos β y glucopéptidos (péptidos-

ramnomananos) que hacen la función de fracciones antigénicas. Estos glucopéptidos se 

encuentran constituidos en un 14% de proteínas y en un 86% de carbohidratos, donde los 

principales azucares son la ramnosa y la manosa (2). Estos péptidos-ramnomananos se 

consideran como un factor importante para lograr el desarrollo de una respuesta tipo DTH, 

así como la respuesta basada en anticuerpos (25, 26). 

Además algunos estudios realizados en ratones en donde se evaluó la virulencia de 

las conidias de SC, indican que las conidias cultivadas durante 4 a 7 días son mucho más 

virulentas que las cultivadas durante 10 a 12 días y que esta diferencia radica en cierta 

parte, en la composición de su pared celular, en la cual la proporción de ramnosa: manosa 

se modifica durante los diferentes tiempos de cultivo, siendo que la cantidad de ramnosa 

presente durante los primeros días de cultivo (4 a 7 días) es mayor que la cantidad de 

manosa, sin embargo esta proporción se invierte en los siguientes días (10 a 12 días) (9). 

Esto correlaciona con estudios en los que se indica que la ramnosa que forma parte de los 
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glucopéptidos de SC es considerada el principal epítope antigénico presente en la pared 

celular de este hongo (26).  

 Las conidias se encuentran en el suelo y vegetación y representan la forma de 

entrada del hongo al hospedero. Estudios in vitro han comprobado que las conidias de SC 

activan a las células dendríticas (DCs) al inducir en estas células, una alta expresión de 

HLA-DR, moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y CD83 (5, 6), además de inducir 

una alta producción de INF-γ, IL-12 (21) y TNF-α y en menor cantidad de IL-6 (4).  

Como se sabe, las células dendríticas son parte importante en el desarrollo de una 

respuesta inmune eficaz. Por lo cual el hecho de que las conidias de SC sean capaces de 

activar a estas células, las convierte en un antígeno candidato a ser evaluado. 

 

Células del Sistema Inmune en la piel.  

 

La piel y las mucosas son la primera línea de defensa en contra de agentes patógenos. En 

el caso de la piel, dentro de las células que se encargan de la inmunovigilancia y de 

desarrollar esta defensa, se encuentran las DCs las cuales se sabe son células 

presentadoras de antígeno profesionales (APC) y forman parte importante en los 

mecanismos de iniciación, polarización y control de la respuesta inmune adaptativa (39).  

Dentro de las DCs de la piel podemos encontrar a las células de Langerhans (CL), 

población característica de la epidermis, región en donde estas células se encargan de 

detectar la presencia de algún patógeno o componentes derivados de este  (56). De 

manera subyacente a la epidermis podemos encontrar a la dermis, y dentro de ésta 

observamos a las células dendríticas dermales (CDD), otra población de DCs, las cuales 

son fenotípicamente y funcionalmente diferentes a las CL. Ambas poblaciones cooperan 

en distintas funciones durante el inicio, desarrollo y control de la respuesta inmune (40, 41, 

42). 

 Además tanto las CL como las CDD migran en bajas cantidades y de manera 

constitutiva hacia los ganglios linfáticos drenantes de la piel. Sin embargo, esta migración 

se incrementa bajo diversas condiciones como la inflamación. Bajo estas condiciones  se 

pueden encontrar a las CDD en los ganglios linfáticos, durante las primeras 24 horas 

posteriores al inicio del daño en la piel, mientras que las CL tardan de 3 a 4 días en migrar 

de la epidermis a los ganglios linfáticos (58, 61), lo que les confiere ciertas diferencias en 

la iniciación y control de la respuesta inmune (32). Incluso algunos reportes demuestran 
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que la primera presentación de antígeno a las células T CD4 naive, la llevan a cabo las 

células dendríticas residentes de los nódulos linfáticos, las cuales presentan el antígeno 

que llega, de forma libre, hasta estos nódulos después de la inoculación en piel. 

Interesantemente esta presentación de antígeno solo desarrolla una activación transitoria 

de los linfocitos T, por lo cual para el desarrollo de una respuesta del tipo DTH es 

necesaria la subsecuente presentación de antígeno a estos linfocitos por parte de las 

células dendríticas de la piel (57). Esto coincide con algunos reportes en donde se 

utilizaron ratones a los cuales se les eliminaron las CL y demuestran que la respuesta del 

tipo DTH depende en gran medida para su desarrollo, de la presencia de estas células, ya 

que al inducir esta respuesta en las orejas de los ratones deficientes de las CL, la 

inflamación se ve disminuida considerablemente, sin embargo no desaparece por 

completo, indicando que las CDD poseen la capacidad de mediar esta respuesta cuando 

es necesario (40). Las DCs de la piel han sido implicadas en la iniciación y control de 

enfermedades autoinmunes e hipersensibilidades con manifestación cutánea.  (56). 

 Por otra parte, la inflamación no es el único mecanismo por el cual se modifica la 

migración de las CL y las CDD, la utilización de ciertos adyuvantes en piel, como el LPS el 

cual es reconocido por el receptor tipo Toll TLR-4 y que induce una respuesta del tipo Th1 

(59) o la papaína, la cual es una cistein-proteasa y que se ha visto, en estudios recientes 

que induce una respuesta del tipo Th2 (60), así como la toxina del cólera (TC), también 

modifican la migración de estas DCs de la piel hacia los ganglios linfáticos. Este efecto se 

ha observado en estudios en los que muestran que la movilización de las CL promueve la 

inducción de una respuesta del tipo Th1, mientras que la migración de las CDD de manera 

individual polariza hacia una respuesta del tipo Th2 (42). Lo cual tiene importantes 

implicaciones en el desarrollo de diversas vacunas. 

Estudios realizados en la Unidad de Investigación Médica en Enfermedades 

Autoinmunes (UIMEA) del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI, indican que la inmunización en la oreja con ciertos adyuvantes como la TC y su sub-

unidad β no tóxica (CTB), producen cambios en el fenotipo de las DCs, activándolas 

(aumentando la expresión de CD40 y CD86) y promoviendo que tanto las células 

dendríticas de la piel como las residentes de los ganglios linfáticos cooperen en el inicio de 

una respuesta inmune al inducir una proliferación de linfocitos CD4+ en los ganglios 

linfáticos drenantes de la piel, además estos linfocitos participan en la inducción de una 
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respuesta de hipersensibilidad del tipo retardada (DTH), cuando se utilizan tanto la TC 

completa como la CTB (32). 

Algunos otros estudios en mucosas en los que se utilizó la TC y la CTB, apoyan 

estos resultados, al demostrar que la capacidad de estos adyuvantes de potenciar la 

respuesta inmune, radica en la activación de las DCs, ya que aumentan la secreción de IL-

1β y la expresión de los marcadores CD80 y CD86 en estas células (33). Estos 

marcadores han sido objeto de estudio de muchas investigaciones, en las cuales se ha 

estudiado el papel que pueden desempeñar estas moléculas en el desarrollo de una 

respuesta del tipo Th1 o Th2, ya que ciertos reportes indican que altos niveles de CD80 en 

las células promueven una respuesta del tipo Th1 (50), mientras que una sobre-expresión 

de CD86 induce una respuesta del tipo Th2 (55). 

Además de todos estos cambios en el fenotipo de las células dendríticas, también 

se ha reportado que tanto la TC como la CTB al inocularse en piel promueven la 

acumulación temporal de DCs en la epidermis y la dermis que estuvieron en contacto con 

estos adyuvantes (29).  

Existen diversas evidencias de que después de la inmunización en la piel, pueden 

inducirse distintos tipos de respuesta inmune utilizando distintas estrategias de 

inmunización (27, 28, 29, 34) ya que existen evidencias de la inducción de una respuesta 

del tipo Th2 después de una inmunización en la oreja del ratón removiendo el estrato 

corneo (28), mientras que otros estudios indican una inducción de una respuesta tipo Th1 

(32, 34) e incluso también se ha reportado la polarización hacia una respuesta del tipo 

Th17 (27, 32, 34), todos estos resultados obtenidos al inocular diversos antígenos por esta 

vía.  

De acuerdo con lo anterior la inmunización intradérmica en la piel y en particular en 

la oreja del ratón podría ofrecer ventajas importantes que permitan explotar el potencial in 

situ de las DCs de la piel en el inicio de una respuesta inmune celular  ya que además de 

permitir la llegada del antígeno a las DCs de la piel, la administración de adyuvantes 

podría favorecer la activación y la migración de estas células a los ganglios linfáticos 

cercanos para la inducción de una respuesta inmune celular.  
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Toxina del Cólera (TC) y la sub-unidad pentamérica β no tóxica de esta toxina (CTB).   

 

Existen distintos adyuvantes que pueden inducir cambios fenotípicos y funcionales en las 

DCs. Dentro de estos se ha descrito a la TC y a la CTB, las cuales poseen un potente 

efecto adyuvante en la inducción de distintos tipos de respuesta inmune  in vivo (29, 32, 

33, 35, 36, 37, 38, 44, 45, 48).  

Al inocularse la TC completa en conjunto con antígenos modelo en mucosas (33) se 

ha observado la inducción de respuesta tipo Th2. Sin embargo, se ha observado también 

la inducción de respuesta mixta tipo Th1/ Th2 (29) y recientemente la inducción de una 

respuesta tipo Th17.  Después de la inoculación en la piel de la TC en combinación con 

antígenos modelo se ha observado también la inducción de una respuesta mixta tipo 

Th1/Th17 (32). 

La función adyuvante de la TC se debe a su capacidad de modificar tanto el perfil 

de citocinas expresadas, como el fenotipo de las células presentadoras de antígeno en las 

cuales aumentan la expresión de los antígenos clase I y II codificados en el Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), moléculas co-

estimuladoras y receptores de quimiocinas (44, 45, 49). Lo que implica un cambio en su 

capacidad de inducción de respuesta inmune mediada por  linfocitos T  (45). La TC tiene 

además un efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos contra el antígeno con el que 

se inocula, tanto en humanos como en roedores. 

Considerando los efectos tóxicos de la TC completa (51), lo cual limita su potencial 

uso en vacunas en humanos, se ha evaluado también el potencial adyuvante de la CTB. A 

pesar de que algunos trabajos siguieren que el efecto adyuvante requiere de la TC 

completa, es decir de la CTB más la subunidad α tóxica inductora de cAMP (CTA) (43), 

otros trabajos muestran evidencia experimental que indica que la CTB puede tener un 

efecto adyuvante similar al de la TC completa (29, 32) ya que induce una respuesta 

inmune basada en la producción de anticuerpos, proliferación de linfocitos T (29) y el 

desarrollo de una respuesta del tipo DTH en contra del antígeno que se inoculó en 

conjunto (32).  Una diferencia importante observada al utilizar la TC y la CTB como 

adyuvantes es que la TC causa una fuerte inflamación local en el sitio de inoculación el 

cual no es observado por la inoculación de la CTB (32). 

Por otra parte, también se ha descrito a la CTB como un eficiente transportador de 

antígenos a las DCs mecanismo por el cual puede ejercer su acción adyuvante aún en 
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ausencia de inflamación (29, 32, 33, 46, 47, 48, 53).  De esta manera se han utilizado 

antígenos que se unen químicamente a la CTB (33). Esta conjugación disminuye la 

cantidad de antígeno requerido para que las APC activen a los linfocitos T in vitro (48), ya 

que además de aumentar la expresión de CD40 y CD86 en las DCs, se incrementa la 

probabilidad de que el antígeno sea tomado por las DCs  y por lo tanto también mejora la 

eficacia en la presentación de antígeno por parte de estas células (48).   

Estudios realizados con la CTB en mucosas, a la cual se le conjugó químicamente 

un antígeno modelo como la ovoalbúmina, muestran una respuesta eficiente mediada por 

linfocitos B y linfocitos T del tipo Th2 (33).  Por otra parte la inoculación en piel de la CTB 

con ovoalbúmina indica una respuesta  mixta tipo Th1/Th17 (32).  Y al inocular en conjunto 

en la piel ovoalbúmina con  la CTB y la CTA se observó una respuesta mixta Th1/Th2 (29).  

Los distintos tipos de respuesta observada después de la inoculación de distintos 

antígenos en combinación con la TC y la CTB pueden estar influenciados por la ruta de 

inoculación, la dosis de antígeno y del adyuvante así como del tipo de DCs que se activa y 

captura al antígeno para su posterior presentación al linfocito T (38). 

 Aunque el mecanismo por el cual actúa la TC aún no está totalmente elucidado, 

ciertas investigaciones indican que esta toxina interactúa a través de la unión de la CTB 

con el gangliósido GM1, presente en la membrana celular de la mayoría de las células del 

cuerpo, incluyendo a los leucocitos y las DCs (31), mecanismo critico y esencial que 

podría facilitar la llegada de las diferentes moléculas asociadas a estos adyuvantes (TC y 

CTB) a  las DCs para su posterior transporte a los nódulos linfáticos cercanos al sitio de 

inoculación (54). Por otra parte se ha propuesto que el papel adyuvante de la TC radica en 

la CTA a través de la generación de cAMP (43).  

Finalmente aunque es claro el efecto adyuvante de la TC en la inducción de una 

respuesta inmune celular algunas evidencias experimentales han propuesto que la  CTB 

puede inducir tolerancia inmunológica a los antígenos con los cuales se co-administra 

(53), ya que se ha utilizado para suprimir enfermedades autoinmunes (46) y reacciones 

alérgicas mediadas por inmunoglobulina E (IgE) (47), pues se ha visto que al inocular 

ciertos antígenos en conjunto con la CTB en piel, se inhibe la respuesta basada en estos 

anticuerpos (29). Como se mencionó anteriormente, los distintos tipos de respuesta 

observada después de la inoculación de distintos antígenos en combinación con la TC y la 

CTB pueden estar influenciados por diversos factores como la ruta de inoculación, la dosis 
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de antígeno y del adyuvante así como del tipo de DCs que se activa y captura al antígeno 

para su posterior presentación al linfocito T (38, 29, 52). 

 

JUSTIFICACION  

 

Estudios previos realizados en la Unidad de Investigación Médica en Enfermedades 

Autoinmunes (UIMEA) del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI, demostraron que la inoculación intradérmica (i.d) en la oreja del ratón tanto de la TC 

completa como de la CTB en combinación con antígenos modelo  promueven la inducción 

de una respuesta mixta tipo Th1/Th17 por parte de los linfocitos CD4+ dependiente de la 

migración de células dendríticas  que se traduce en la inducción de una respuesta de 

hipersensibilidad retardada en la que participan tanto el INF-γ como la IL-17 (32).  

Considerando que este tipo de respuesta puede ser importante en la protección contra 

patógenos extracelulares que penetran por la piel (30) en este trabajo se decidió evaluar la 

inducción de una respuesta celular después de la inoculación i.d en la oreja, de la TC y la 

CTB en conjunto con la esporotricina y las conidias inactivadas de SC, para determinar en 

un futuro, si esta respuesta es capaz de proteger contra la infección por este hongo cuya 

vía de entrada es la piel. 
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OBJETIVO. 

 

Evaluar la inducción de una respuesta inmune celular después de la inmunización en piel 

utilizando antígenos de SC solos o en conjunto con la toxina de cólera y su sub-unidad β 

no tóxica como adyuvantes.  

 

HIPÓTESIS. 

 

La inmunización en la piel de antígenos de SC (esporotricina y conidias inactivadas) en 

combinación con la toxina de cólera y su sub-unidad β no tóxica como adyuvantes inducirá 

una respuesta inmune celular.  

 

METODOLOGÍA. 

 

Hongo. 

Se utilizó la cepa EH-143 del hongo Sporothrix schenckii proporcionada por el Laboratorio 

de Micología básica, del Departamento de Microbiología y Parasitología, de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), donde obtuvieron esta 

cepa de lesiones de pacientes con esporotricosis cutáneo-linfática.  

Este hongo se cultivo en agar papa-dextrosa a una temperatura de 28ºC para 

favorecer el crecimiento de su forma micelial (hifa y conidias). Después de 4 días de 

cultivo, se procedió a inactivar el hongo por medio de calor. Para esto se colectó la mayor 

cantidad posible del hongo en un tubo con PBS y se sometió a inactivación por incubación 

durante 2 horas a 60ºC en baño de agua. El PBS con el hongo inactivado se filtró a través 

de papel filtro whatman del número 1, con la finalidad de eliminar todas las hifas presentes 

y quedarnos solamente con las conidias. Se realizaron varios lavados hasta verificar, por 

observación microscópica, que se hubieran eliminado todas las hifas y solo se 

conservaran las conidias. 

Se tomó una alícuota del filtrado final y con la ayuda de un asa estéril se resembró 

en agar papa-dextrosa y se puso en cultivo durante 7 días a 28°C, para verificar la 

inactivación de las conidias, mediante la ausencia de crecimiento en el medio de cultivo. 

El resto del filtrado se centrifugó y resuspendió en 10 mL de PBS. Se realizó un 

conteo de las conidias con ayuda de una cámara de Neubauer y se llevó a una 
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concentración final de 5x104 conidias/20μL. Este filtrado se almacenó a una temperatura 

de -80ºC hasta su uso. 

 

Esporotricina. 

La esporotricina fue proporcionada por el Laboratorio de Micología básica, del 

Departamento de Microbiología y Parasitología, de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. Esta se obtuvo de cultivos del hongo 

Sporothrix schenckii durante la fase micelial y se encontraba a una concentración de 

0.1μg/μL. 

 

Anticuerpos y reactivos. 

Los anticuerpos se adquirieron con la empresa Pharmigen-BD Biosciences (San José, CA, 

EUA). La CTB se adquirió con la empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) y la TC fue 

adquirida con la empresa Calbiochem (Merck, Darmstadt, Alemania). En tanto que la 

Dispasa II se compró con la empresa Roche Biochemicals (Indianápolis, IN, EUA). 

 

Ratones. 

Para este trabajo se utilizaron ratones C57BL/6 proporcionados por el bioterio de la 

Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM, ubicada en el 

Hospital General de México. 

Los cuidados de los animales en este bioterio cumplen con lo establecido en la 

Norma Oficial Mexicana del cuidado de animales NOM-062-ZOO-1999. Los 

procedimientos de inoculación así como el sacrificio de los ratones se realizaron de 

acuerdo a lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. La 

inoculación de fluidos y sustancias se realizó de acuerdo al inciso 8.2 de esta norma en la 

que se especifican las vías de inoculación permitidas para ratones. El sacrificio de los 

ratones se llevó a cabo de acuerdo al inciso 9.1 de la Norma Oficial Mexicana antes 

mencionada, con el propósito de eliminar o disminuir al mínimo el dolor y el estrés previo y 

durante el procedimiento.  El método con bióxido de carbono (CO2) descrito en el inciso 

9.4.1.3 de esta norma fue el utilizado durante este trabajo. 
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Respuesta tipo DTH y tinción de linfocitos. 

Las orejas de ratones C57BL/6 se inocularon de manera intradérmica con PBS (20 µL), 

esporotricina (2 µg) (fracción glucoproteíca obtenida de la fase micelial o filamentosa del 

hongo SC), TC (1 µg) de manera individual, CTB (2 µg) sola, esporotricina (2 µg) en 

conjunto con la TC (1 µg) o la CTB (2 µg), conidias inactivadas del hongo SC (5x104 

conidias inactivadas) y conidias inactivadas (5x104 conidias inactivadas) en conjunto con 

la TC (1 µg) o la CTB (2 µg). 

 Después de 7 o 31 días de la primera inoculación, se realizó el reto correspondiente 

en cada una de las orejas sensibilizadas, mediante la inoculación intradérmica con PBS 

(20 µL), esporotricina (2 µg) y conidias inactivadas (5x104 conidias inactivadas), de 

acuerdo al antígeno con el cual fueron sensibilizadas las orejas inicialmente. Además se 

midió la inflamación existente en las orejas de los ratones 24 horas antes del reto y 24 y 

48 horas posteriores al reto. La medición de la inflamación en las orejas de los ratones, se 

realizó utilizando un micrómetro electrónico digital, para medición de exteriores con un 

rango de medición de 0 a 25.4 mm y una resolución de 0.001 mm.  

 Posterior a la medición de las 48 horas, se sacrificó a los ratones y se removieron 

las orejas. La epidermis se separó de la dermis mediante un tratamiento enzimático con 

Dispasa II (1mg/mL) durante 12 h. La epidermis se puso en cultivo durante 72 horas en 

medio de cultivo para permitir la movilización de las células de la piel al medio de cultivo. 

Después de este tiempo se colectaron las células en suspensión. Las células colectadas 

se sometieron a una tinción para observar la expresión de los marcadores CD4 y CD44. 

Estas células fueron analizadas usando el citómetro de flujo FACSAria (BD Biosciences). 

Los resultados se analizaron usando el programa FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, EUA).  
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RESULTADOS. 

 

Inicialmente se evaluó si después de la inmunización intradérmica (i.d) en la oreja del 

ratón con conidias del hongo Sporothrix schenckii  (SC) inactivadas por calor, se lograba la 

inducción de una respuesta inmune celular al reto contra las mismas conidias en la oreja.  

Esto se evaluó mediante la aparición de una reacción de hipersensibilidad retardada 

(DTH) la cual se determina por la inflamación en la oreja después del reto con el antígeno. 

Para evaluar si la respuesta inducida era local o sistémica, se inoculó las conidias 

inactivadas de SC, en conjunto con la TC completa en una de las orejas de los ratones 

C57BL/6 y se realizó el reto correspondiente con las conidias inactivadas, a los 7 días de 

la inoculación, en ambas orejas del ratón. 

Como se puede observar en la figura 1, en la oreja sensibilizada inicialmente con la 

TC en conjunto con las conidias y retada a los 7 días con las conidias se desarrolló una 

respuesta del tipo DTH a las 24 horas posteriores al reto. Mientras que, en la oreja que 

inicialmente solo se inoculó PBS y recibió el reto con las conidias a los 7 días, esta 

respuesta no se desarrolló. 

 

Figura 1.- Respuesta del tipo DTH en la oreja del ratón utilizando las conidias inactivadas de SC y a la TC como 

adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera intradérmica (i. d.) a ratones C57BL/6 con diferentes antígenos. La oreja 

izquierda se inyectó con PBS (20 µL), mientras que en la oreja derecha se sensibilizó con TC (1 µg) en conjunto con las 

conidias inactivadas de SC (5x10
4
 conidias). Después de 7 días de la sensibilización se realizó el reto o re-estímulo en 

ambas orejas mediante la inoculación i. d. de las conidias inactivadas (5x10
4
 conidias). Se midió la inflamación de las 

orejas 24 horas antes del reto y  24  y 48 horas posteriores al reto. La gráfica muestra la media más la SD de por lo 

menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una 

ANOVA de dos vías con una post-prueba de Bonferroni; **p<0.01. 

MISMO RATÓN 
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 Una vez observado que la respuesta desarrollada utilizando esta técnica de inoculación 

de antígeno en combinación con la TC parecía ser  local, se decidió realizar el resto de los 

experimentos sensibilizando y retando en la misma oreja. 

Posteriormente se evaluó la inducción de una DTH en contra de las conidias 

inactivadas del hongo SC, de manera individual y en conjunto con la TC. Ambas 

condiciones comparadas con sus respectivos controles (PBS retado con PBS y TC retado 

con conidias), evaluando los resultados mediante la aparición o ausencia de una 

respuesta del tipo  DTH. 

Como se puede observar en la figura 2 la inmunización con las conidias solas no 

induce una reacción de DTH  ya que al retar nuevamente con las conidias se observa una 

ligera inflamación en la oreja, sin embargo esta no es significativa. Por el contrario la 

inmunización con las conidias en combinación con la toxina de cólera induce una reacción 

de DTH al reto con las conidias en ausencia de adyuvante. Sin embargo esta inflamación 

no se mantiene a las 48 horas posteriores al reto. 

 

Figura 2.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando las conidias inactivadas de SC y a la TC como 

adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones C57BL/6 con PBS (20 µL), conidias inactivadas (5x10
4
 

conidias), TC (1 µg) y conidias inactivadas (5x10
4
) en conjunto con la TC (1 µg). Después de 7 días de la sensibilización 

se realizó el reto o re-estímulo en la misma oreja que fue sensibilizada mediante la inoculación i. d. de PBS (20 µL) y 

conidias inactivadas (5x10
4
 conidias) en el orden mostrado en la gráfica. Se midió la inflamación de las orejas 24 horas 

antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al reto. La gráfica muestra la media más la SD de por lo menos dos 

experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de dos 

vías con una post-prueba de Bonferroni; *p<0.05. 
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Posterior a la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de las orejas de los ratones y se 

pusieron en cultivo para obtener las células que se movilizan de la piel al medio de cultivo. 

Una vez colectadas estas células, se les realizó una tinción para observar la presencia de 

linfocitos CD4+ con fenotipo ―naive‖ y de memoria evaluando la expresión de CD44. 

(Figura 3 A y B).  En la figura 3A se observa un incremento en el número total de linfocitos 

T CD4 con fenotipo naive (CD4+ CD44bajo) en la epidermis de los ratones que fueron 

inoculados con las conidias en combinación con la TC comparado con los ratones que 

fueron inoculados con PBS o con las conidias en ausencia de adyuvante.  Sin embargo, 

este incremento se observa también en los ratones que fueron inoculados solamente con 

la TC lo que indica que la inoculación de la TC por si sola induce la llegada de linfocitos T 

CD4 con fenotipo naive al sitio de inoculación. 

Resultados similares se observan al evaluar la presencia de linfocitos T CD4 con 

fenotipo de memoria (CD4+ CD44alto) en la epidermis de la oreja de los ratones. Sin 

embargo en este caso no se observa ninguna diferencia estadística entre las cuatro 

condiciones evaluadas (Figura 3B). 

 

A) 
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B) 

 

Figura 3.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 ―naive‖ (CD4

+
, CD44

bajo
) y de memoria (CD4

+
, CD44

alto
) en la epidermis de las 

orejas de los ratones evaluados en la DTH en la que se utilizó las conidias inactivadas y a la TC como adyuvante. 

Transcurridas 48 horas posteriores al reto realizado durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de las orejas de 

los ratones, de cada una de las condiciones evaluadas y se cultivaron durante 72 horas para obtener las células que se 

movilizan de la piel al medio de cultivo. Una vez colectadas estas células, se realizó una tinción para observar la 

presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y con fenotipo de memoria (B) evaluando la expresión de CD44. Las gráficas 

muestran la media más la SD de por lo menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el 

análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de una vía con una post-prueba de Bonferroni; **p<0.01. 

  

Los resultados de la DTH muestran que la inoculación i.d de la TC induce una inflamación 

importante que impide que se observe de manera clara la inflamación causada por la 

inmunización de las conidias en combinación con la TC y el reto posterior con las conidias. 

De acuerdo con esto se realizaron nuevos experimentos en los que se dejaron transcurrir 

26 días después de la primera inoculación, con el objetivo de que la inflamación inicial 

provocada por la TC disminuyera y así poder evaluar de una mejor manera la respuesta 

que se pudiera desarrollar contra las conidias, tanto en la reacción de DTH (Figura 4), 

como en la presencia de infiltrado de linfocitos en la epidermis de las orejas de los ratones. 

(Figura 5 A y B) 
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Como se observa en la Figura 4  después de casi un mes de la inmunización se logra 

disminuir aunque no a los niveles basales, la inflamación inicial causada por la TC y 

nuevamente se observa una reacción de DTH al reto con las conidias indicando que la 

inmunización con las conidias y la TC induce una respuesta celular sostenida en el tiempo. 

 

Figura 4.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando las conidias inactivadas de SC y a la TC como 

adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones C57BL/6 con PBS (20 µL), conidias inactivadas (5x10
4
 

conidias), TC (1 µg) y conidias inactivadas (5x10
4
) en conjunto con la TC (1 µg). Después de 26 días de la 

sensibilización se realizó el reto o re-estímulo en la misma oreja que fue sensibilizada mediante la inoculación i. d. de 

PBS (20 µL) y conidias inactivadas (5x10
4
 conidias) en el orden mostrado en la gráfica. Se midió la inflamación de las 

orejas 24 horas antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al reto. La gráfica muestra la media más la SD de por lo 

menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una 

ANOVA de dos vías con una post-prueba de Bonferroni; *p<0.05, **p<0.01. 

 

Al evaluar la presencia de linfocitos T CD4 tanto con fenotipo naive como de memoria 

después de 26 días de la primera inmunización, se observa que los números de linfocitos 

T CD4 ―naive‖ se mantienen incrementados por la inoculación inicial con la TC y no son 

significativamente diferentes a los números obtenidos en las orejas de los ratones 

inoculados con las conidias en combinación con la TC y retados con las conidias. En 

contraste los números de los linfocitos T CD4 con fenotipo de memoria, si son diferentes 

en los ratones inoculados con la TC y retados con las conidias, comparados con los 

ratones inmunizados con las conidias en combinación con la TC y retados con las 

conidias. (Figuras  5 A y B)   
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A) 

 

B) 

 

Figura 5.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados en la DTH, en la que se 

utilizó las conidias inactivadas y a la TC como adyuvante y cuyo reto se realizó a los 26 días posteriores a la 

sensibilización.  Transcurridas 48 horas posteriores al reto realizado durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis 

de las orejas de los ratones, de cada una de las condiciones evaluadas  y se cultivaron durante 72 horas para obtener 

las células que se movilizan de la piel al medio de cultivo. Una vez colectadas estas células, se realizó una tinción para 

observar la presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y con fenotipo de memoria (B). Las gráficas muestran la media más la 

SD de por lo menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se 

desarrolló una ANOVA de una vía con una post-prueba de Bonferroni; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Una vez observado que se logra desarrollar una respuesta inmune celular contra las 

conidias utilizando la TC como adyuvante, se decidió probar si esta respuesta podría 

repetirse en contra de otro antígeno potencial del hongo Sporothrix schenckii (SC) como lo 

es la esporotricina (SPO). 

Por lo cual se repitió el experimento anterior (DTH con el reto a los 26 días) y se 

evaluó además la presencia de los linfocitos T CD4+  presentes en la epidermis de las 

orejas de los ratones, pero en esta ocasión se utilizó la esporotricina como antígeno a 

evaluar. (Figura 6 y Figura 7) 

Como se puede observar en la figura 6 la oreja inoculada inicialmente con la TC en 

conjunto con la esporotricina y retada a los 26 días con la esporotricina, desarrolla una 

respuesta del tipo DTH, evidenciada por la presencia de inflamación a las 24 horas 

posteriores al reto. Sin embargo esta inflamación se pierde a las 48 horas posteriores al 

reto. 

 

Figura 6.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando la esporotricina (SPO) del hongo SC y a la TC 

como adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones C57BL/6 con PBS (20 µL), esporotricina (2 µg), TC 

(1 µg) y esporotricina (2 µg) en conjunto con la TC (1 µg). Después de 26 días de la sensibilización se realizó el reto o re-

estímulo en la misma oreja que fue sensibilizada mediante la inoculación i. d. de PBS (20 µL) y esporotricina (2 µg) en el 

orden mostrado en la gráfica. Se midió la inflamación de las orejas 24 horas antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al 

reto. La gráfica muestra la media más la SD de por lo menos dos experimentos independientes con dos ratones por 

grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de dos vías con una post-prueba de Bonferroni; *p<0.05. 
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Mientras que en la figura 7 se observa que la epidermis de la oreja inoculada con la TC 

más la esporotricina y retada a los 26 días con la esporotricina presenta mayor cantidad 

de linfocitos CD4 con fenotipo naive que el resto de las condiciones evaluadas, sin 

embargo este aumento solo es estadísticamente significativo con respecto a los controles 

de PBS retado con PBS y esporotricina retado con esporotricina (Figura 7 A). Por otra 

parte la oreja sensibilizada únicamente con la TC y retada a los 26 días con la 

esporotricina, presenta un aumento importante y estadísticamente significativo de linfocitos 

T CD4 con fenotipo de memoria que infiltran en la epidermis de esta oreja (Figura 7 B). 

 

A) 
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B) 

 

Figura 7.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados en la DTH, en la que se 

utilizó la esporotricina y a la TC como adyuvante y cuyo reto se realizó a los 26 días posteriores a la sensibilización.  

Transcurridas 48 horas posteriores al reto realizado durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de las orejas de 

los ratones, de cada una de las condiciones evaluadas y se cultivaron durante 72 horas para obtener las células que se 

movilizan de la piel al medio de cultivo. Una vez colectadas estas células, se realizó una tinción para observar la 

presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y con fenotipo de memoria (B). Las gráficas muestran la media más la SD de por 

lo menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una 

ANOVA de una vía con una post-prueba de Bonferroni; *p<0.05, **p<0.01. 

 

Los resultados anteriores muestran que ni las conidias ni la esporotricina, a las 

concentraciones en las que se les utilizó, son capaces de inducir por si solas una 

respuesta inmune celular.  Muestran además que la TC es un adyuvante potencial capaz 

de desarrollar una respuesta inmune celular después de la inmunización i.d en la oreja del 

ratón al inocularse en conjunto con las conidias y en menor grado con la esporotricina. 

De esta manera, considerando los efectos tóxicos de la TC completa y basados en 

estudios anteriores realizados en la UIMEA del Hospital de Especialidades del Centro 

Médico Nacional Siglo XXI, se decidió probar si la sub-unidad β no tóxica de la TC (CTB) 

podría ser un adyuvante después de la inoculación i.d en la piel de las conidias y la 

esporotricina. 

Para probar la capacidad adyuvante de la CTB, se repitieron los experimentos de 

DTH  realizando el reto a los 7 días ya que la inoculación de la CTB no causa una 
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inflamación aparente en la oreja.  Se evaluó además la presencia de linfocitos T CD4+ en 

la epidermis de las orejas de los ratones.   

 Como se puede notar en la figura 8, no se obtuvo una reacción de DTH en la oreja 

del ratón inoculada inicialmente con la esporotricina y la CTB en conjunto y retada a los 7 

días con la esporotricina.  En cuanto a la presencia de linfocitos T CD4+ presentes en la 

epidermis se encontró que la epidermis de la oreja inoculada con la CTB y retada a los 7 

días con la esporotricina presenta mayor cantidad de linfocitos CD4 naive que el resto de 

las condiciones evaluadas, sin embargo este aumento solo es estadísticamente diferente 

con respecto al control de esporotricina retado con esporotricina (Figura 9 A). En el caso 

de los linfocitos CD4 de memoria, se observa que la epidermis de la oreja inoculada 

inicialmente con la CTB en combinación con la esporotricina y retada con esporotricina, 

presenta mayor cantidad de estas células, sin embargo esta diferencia solo es 

estadísticamente significativa respecto al control de PBS. (Figura 9 B) 

 

Figura 8.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando la esporotricina (SPO) del hongo SC y a la sub-

unidad β no tóxica de la toxina del cólera (CTB) como adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones 

C57BL/6 con PBS (20 µL), esporotricina (2 µg), CTB (2 µg) y esporotricina (2µg) en conjunto con la CTB (2 µg). Después 

de 7 días de la sensibilización se realizó el reto o re-estímulo en la misma oreja que fue sensibilizada mediante la 

inoculación i. d. de PBS (20 µL) y esporotricina (2 µg) en el orden mostrado en la gráfica. Se midió la inflamación de las 

orejas 24 horas antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al reto. La gráfica muestra la media más la SD de por lo 

menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una 

ANOVA de dos vías con una post-prueba de Bonferroni. No existen diferencias estadísticamente significativas. 
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A) 

 

B) 

 

Figura 9.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 ―naive‖ y de memoria en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados 

durante la DTH, en la que se utilizó la esporotricina y a la CTB como adyuvante. Transcurridas 48 horas posteriores al 

reto realizado durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de las orejas de los ratones, de cada una de las 

condiciones evaluadas y se cultivaron durante 72 horas para obtener las células que se movilizan de la piel al medio de 

cultivo. Una vez colectadas estas células, se realizó una tinción para observar la presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y 

con fenotipo de memoria (B). Las gráficas muestran la media más la SD de por lo menos dos experimentos 

independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de una vía con una 

post-prueba de Bonferroni; *p<0.05, **p<0.01. 
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De manera interesante al evaluar la reacción de DTH después de la inoculación de las 

conidias en combinación con la CTB, se observa que la oreja inoculada inicialmente con la 

CTB en conjunto con las conidias y retada a los 7 días con las conidias, desarrolló una 

respuesta del tipo DTH, evidenciada por la presencia de inflamación en la oreja tanto a las 

24 horas como a las 48 horas posteriores al reto. (Figura 10) 

 

 

Figura 10.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando las conidias inactivadas de SC y a la sub-

unidad β no tóxica de la toxina del cólera (CTB) como adyuvante. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones 

C57BL/6 con PBS (20 µL), conidias inactivadas (5x10
4
 conidias), CTB (2 µg) y conidias inactivadas (5x10

4
 conidias) en 

conjunto con la CTB (2 µg). Después de 7 días de la sensibilización se realizó el reto o re-estímulo en la misma oreja 

que fue sensibilizada mediante la inoculación i. d. de PBS (20 µL) y conidias inactivadas (5x10
4
 conidias) en el orden 

mostrado en la gráfica. Se midió la inflamación de las orejas 24 horas antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al reto. 

La gráfica muestra la media más la SD de por lo menos dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. 

Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de dos vías con una post-prueba de Bonferroni; ***p<0.001. 

 

En cuanto a la presencia de linfocitos T CD4 naive y de memoria se observa que la 

epidermis de la oreja inoculada inicialmente con la CTB más las conidias y retada a los 7 

días con las conidias presenta una mayor cantidad de linfocitos CD4 naive y CD4 de 

memoria comparada con el resto de las condiciones evaluadas, además de que este 

aumento es estadísticamente significativo. (Figura 11 A y B) 
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A) 

 

B) 

 

Figura 11.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados en la DTH, en la que 

se utilizó las conidias inactivadas y a la CTB como adyuvante. Transcurridas 48 horas posteriores al reto realizado 

durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de las orejas de los ratones, de cada una de las condiciones 

evaluadas y se cultivaron durante 72 horas para obtener las células que se movilizan de la piel al medio de cultivo. Una 

vez colectadas estas células, se realizó una tinción para observar la presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y con 

fenotipo de memoria (B). Las gráficas muestran la media más la SD de por lo menos dos experimentos independientes 

con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de una vía con una post-prueba de 

Bonferroni; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos se decidió evaluar si esta respuesta que se 

desarrolla al inocular la CTB en conjunto con las conidias, era capaz de mantenerse con el 

tiempo, motivo por el cual se inoculó en las orejas de los ratones a la CTB en conjunto con 

las conidias, y se dejaron transcurrir 31 días antes de realizar el reto correspondiente con 

las conidias, evaluando la posible respuesta mediante la aparición de una DTH (Figura 12) 

y el infiltrado de los linfocitos CD4+ en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados 

(Figura 13 A y B). 

 Interesantemente al evaluar la reacción de DTH, se observa que la oreja inoculada 

inicialmente con la CTB en conjunto con las conidias y retada a los 31 días con las 

conidias, desarrolló una respuesta del tipo DTH, evidenciada por la presencia de 

inflamación en la oreja tanto a las 24 horas como a las 48 horas posteriores al reto. (Figura 

12) 

 

Figura 12.- Respuesta del tipo DTH en las orejas de los ratones, utilizando las conidias inactivadas de SC y a la sub-

unidad β no tóxica de la toxina del cólera (CTB) como adyuvante y cuyo reto se realizo 31 días después de la 

sensibilización. Se inoculó en las orejas de manera i. d. a ratones C57BL/6 con conidias inactivadas (5x10
4
 conidias) en 

conjunto con la CTB (2 µg). Después de 31 días de la sensibilización se realizó el reto o re-estímulo en la misma oreja 

que fue sensibilizada mediante la inoculación i. d. de las conidias inactivadas (5x10
4
 conidias). Se midió la inflamación de 

las orejas 24 horas antes del reto y  24 y 48 horas posteriores al reto. La gráfica muestra la media más la SD de dos 

experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una ANOVA de dos 

vías con una post-prueba de Bonferroni; ***p<0.001. 
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En cuanto a la presencia de linfocitos T CD4 con fenotipo naive y de memoria se observa 

que la epidermis de la oreja inoculada inicialmente con la CTB más las conidias y retada a 

los 31 días con las conidias presenta una mayor cantidad de linfocitos T CD4 con fenotipo 

naive que el resto de las condiciones evaluadas, sin embargo este aumento solo es 

estadísticamente significativo con respecto a los controles de PBS retado con PBS, y 

conidias retado con conidias (Figura 13 A). 

Mientras que en el caso de los linfocitos CD4 de memoria también se observó este 

aumento en la epidermis de la misma oreja (CTB + conidias, retada con conidias), solo 

que el aumento si fue estadísticamente significativo con respecto a todas las condiciones 

evaluadas (Figura 13 B). 

 

A) 
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B) 

 

Figura 13.- Presencia de linfocitos  T CD4
+
 en la epidermis de las orejas de los ratones evaluados en la DTH, en la que 

se utilizó las conidias inactivadas y a la CTB como adyuvante y cuyo reto se realizo 31 días después de la 

sensibilización. Transcurridas 48 horas posteriores al reto realizado durante la prueba de DTH, se obtuvo la epidermis de 

las orejas de los ratones, de cada una de las condiciones evaluadas y se cultivaron durante 72 horas para obtener las 

células que se movilizan de la piel al medio de cultivo. Una vez colectadas estas células, se realizó una tinción para 

observar la presencia de linfocitos CD4 ―naive‖ (A) y con fenotipo de memoria (B). Las gráficas muestran la media más la 

SD de dos experimentos independientes con dos ratones por grupo. Para el análisis estadístico se desarrolló una 

ANOVA de una vía con una post-prueba de Bonferroni; **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Estos resultados muestran la capacidad de la CTB como adyuvante, capaz de desarrollar 

una respuesta inmune celular en piel, al inocularse en conjunto con las conidias del hongo 

SC, la cual además logra mantenerse con el tiempo. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

 

Actualmente se han desarrollado diversas estrategias de inmunización en piel (27, 28, 29, 

32, 34), en las cuales se indica que las DCs presentes en este órgano, son de gran 

importancia en el desarrollo de una respuesta inmune (32, 39, 40, 41, 42, 56), la cual 

puede manifestarse de diversas maneras, por ejemplo en el desarrollo de una respuesta 

del tipo DTH, como se ha observado en los estudios realizados anteriormente en la UIMEA 

(32) y algunas otras investigaciones (40, 56, 57).  

Además varios estudios han evaluado el potencial adyuvante de la TC y la CTB 

mediante diferentes vías de inoculación, así como en conjunto de diversos antígenos (29, 

32, 33, 35, 36, 37, 38, 44, 45, 48), y se ha demostrado que ambas son capaces de 

modificar tanto el microambiente, como el fenotipo y la actividad de las DCs, promoviendo 

de esta manera, el desarrollo de una respuesta inmune con diferentes perfiles 

inmunológicos (29, 32, 33, 35, 44, 45, 48, 49). 

 Por otra parte existen reportes que muestran la importancia del desarrollo de una 

respuesta inmune eficiente en individuos infectados por SC (1, 2, 4, 11). A pesar de que 

existen  algunos modelos experimentales en los que se ha investigado el tipo de respuesta 

inmune que se desarrolla en contra de este hongo (5, 6, 8, 13, 14, 23), a la fecha el tipo de 

respuesta inducida por SC así como las bases para la inducción de una respuesta inmune 

eficaz para proteger contra la infección sin la necesidad de un tratamiento alterno no han 

sido estudiadas. 

 En este trabajo se decidió evaluar dos antígenos de SC (la esporotricina y las 

conidias inactivadas por calor) en ausencia y presencia de la TC así como de su 

subunidad β no tóxica como adyuvantes, mediante la inmunización i.d en la oreja, para 

crear las bases que en un futuro nos permitan desarrollar una vacuna capaz de proteger 

contra la infección por este hongo. 

  Los resultados del presente estudio mostraron que tanto la esporotricina como las 

conidias inactivadas de SC, por si solas no son capaces de inducir una respuesta inmune 

celular después de la inoculación en la oreja del ratón, sin embargo se observó el 

desarrollo de una reacción del tipo DTH al inocular tanto la esporotricina como las conidias 

en conjunto con la TC completa. De manera interesante también se observó esta reacción 

de DTH, la cual se sostiene en el tiempo, al inocular a las conidias inactivadas por calor de 

SC en combinación con la CTB. Estos resultados soportan el papel adyuvante de la CTB, 
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después de la inmunización en la piel (29, 32, 43, 46).  La inducción de una DTH sostenida 

en el tiempo inducida por la inmunización de las conidias y la CTB correlacionó  con un 

aumento en la cantidad de linfocitos T CD4 con fenotipo de memoria infiltrados en la 

epidermis de las orejas de los ratones.  

   Los primeros resultados obtenidos nos mostraron el efecto adyuvante de la TC 

(Figura 1), lo cual podría explicarse, en base a lo reportado en investigaciones anteriores 

en las que se demuestra que la migración de las células dendríticas de la piel a los 

ganglios linfáticos drenantes locales, es importante para lograr el desarrollo de una 

respuesta inmune (32, 42, 58, 59, 60, 61),  pero además que la TC promueve la 

acumulación de linfocitos T activados, en el sitio de inoculación del antígeno (32), que en 

nuestro caso se trata de las orejas de los ratones, dando lugar a una inflamación local 

(Figura 1).  

 Sin embargo el hecho de que la inoculación con la TC provoque una inflamación 

local, no nos asegura que la respuesta del tipo DTH desarrollada en contra de las conidias 

de SC sea del tipo local, ya que como se observó en los siguientes experimentos, la 

realización del reto a los 7 días posteriores a la sensibilización con la TC en conjunto con 

las conidias, no permite evidenciar el desarrollo de memoria inmunológica (Figura 2 y 3), la 

cual se pudo observar solo cuando el reto se realizó hasta los 26 días posteriores a la 

sensibilización. Por lo cual basados en lo antes mencionado, se debería evaluar si la 

respuesta del tipo DTH es local o sistémica, pero realizando el respectivo reto a los 26 

días posteriores a la sensibilización, esperando observar que esta respuesta fuera de tipo 

sistémica.   

También se encontró que al inocularse en la oreja del ratón las conidias inactivadas 

de SC en conjunto con la TC y retar con las conidias, se logra desarrollar una respuesta 

del tipo DTH (Figura 2 y 4). Sin embargo cuando el reto con las conidias se realizó a los 7 

días posteriores a la sensibilización, esta respuesta solo se mantuvo durante las primeras 

24 horas posteriores al reto (Figura 2).  Lo que podría indicar que la inflamación observada  

sería solamente el incremento de una respuesta inflamatoria inespecífica inducida por la 

TC más la inoculación de la conidia, y no una DTH mediada por linfocitos T CD4, esto 

concuerda con el hecho de que no se encontraron diferencias en los números de linfocitos 

T CD4 tanto con fenotipo naive (CD4+ CD44bajo)  como de memoria (CD4+ CD44alto) (62, 

63) entre las orejas de los ratones inmunizados solamente con la toxina y los inmunizados 

con la combinación de TC más las conidias inactivadas.   
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Sin embargo,  al dejar transcurrir 26 días después de la sensibilización para realizar 

el reto con las conidias, la respuesta del tipo DTH, se mantuvo hasta las 48 horas 

posteriores al reto (Figura 4). Indicando que después de la inoculación con la TC completa 

solamente es posible evidenciar una DTH específica una vez que la inflamación inicial 

causada por la TC es menor.  

 Los resultados obtenidos en este estudio muestran además que las conidias 

inactivadas por calor son incapaces de desarrollar una respuesta del tipo DTH por si solas 

(Figura 2 y 4). Este resultado parece estar en contradicción con otros estudios, pues en 

estos se menciona que la infección con SC es capaz de desarrollar memoria 

inmunológica, la cual evidencian mediante el desarrollo de una respuesta del tipo DTH, 

después de inocular la esporotricina en personas que han sufrido la infección por este 

hongo y esto se ha utilizado como método de diagnostico para detectar la infección por SC 

(1, 4). Sin embargo cabe señalar que en los casos reportados en la literatura, los 

individuos que desarrollaron la enfermedad, se infectaron con la forma viable de SC, 

mientras que en nuestros experimentos se utilizaron únicamente las conidias de este 

hongo y que además fueron inactivadas por calor antes de ser inoculadas en las orejas de 

los ratones, proceso mediante el cual pierden su capacidad de dividirse. Lo anterior 

implica que ciertos productos metabólicos involucrados en el desarrollo del hongo se han 

dejado de producir, y que podrían tener un papel importante en el desarrollo de una 

respuesta inmune en la que se genere memoria inmunológica en contra de SC. 

 Los experimentos en los que se inmunizó con las conidias en combinación con la 

TC demuestran el potencial adyuvante de la TC en piel y definen a las conidias inactivadas 

de SC como un antígeno capaz de desarrollar una respuesta del tipo DTH, cuando se 

inoculan en conjunto con la TC.  Además se corrobora que la respuesta en contra de las 

conidias de SC se conforma de manera importante por linfocitos T CD4+, lo que concuerda 

con lo reportado en otros estudios (2, 4, 5, 6, 8, 13, 14, 15). 

  Considerando el efecto adyuvante en piel de la TC y tomando en cuenta algunos 

reportes en los que se considera a la esporotricina como un antígeno de SC capaz de 

desarrollar una respuesta del tipo DTH (1, 4), se decidió inocular a la esporotricina de 

manera individual y en conjunto con la TC en las orejas de los ratones. Los resultados de 

estos experimentos demostraron que la esporotricina es incapaz de desarrollar una 

respuesta del tipo DTH por sí sola (Figura 6), pero que al inocularse en conjunto con la TC 

se logra desarrollar esta respuesta, la cual fue de menor intensidad tanto en inflamación 
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como en tiempo de duración de la respuesta (Figura 6), a la obtenida cuando se inocula 

las conidias inactivadas en conjunto con la TC.  La inducción de una DTH menor 

concuerda con una disminución en los números de linfocitos T CD4 con fenotipo de 

memoria presentes en la epidermis de las orejas de los ratones, la cual es mucho menor a 

la que se obtiene cuando se inocula la TC por si sola (Figura 7 B).     

Al igual que para las conidias los resultados mostraron que, la esporotricina es 

incapaz de lograr una respuesta del tipo DTH por sí sola, y que solo logra desarrollar esta 

respuesta en presencia de la TC como adyuvante.  Estos resultados indican que en los 

modelos in vivo la reacción de hipersensibilidad inducida por la esporotricina solo se da 

cuando los individuos han sido sensibilizados con la forma viva del hongo, lo que indica  

que la esporotricina es útil como diagnostico en individuos que han sido infectados con el 

hongo (1, 4) pero que no es un inmunógeno capaz de inducir por si sola una respuesta 

inmune. 

Considerando los efectos tóxicos de la TC los cuales limitan su uso en vacunas de 

aplicación en humanos (51), se decidió evaluar la respuesta que se desarrolla en contra 

de estos dos antígenos de SC (conidias inactivadas y esporotricina) pero inoculándolos en 

conjunto con la CTB, la cual se ha reportado que posee un efecto adyuvante similar al de 

la TC completa pero sin producir inflamación aparente (29, 32). Además, al ser esta sub-

unidad la encargada de la unión específica a las DCs (31, 54), también se le ha 

considerado como un eficiente acarreador o transportador de antígenos hacia estas 

células (29, 32, 33, 46, 47, 48, 53), las cuales además se ha reportado están implicadas 

en la inducción de una respuesta inmune eficiente después de la inoculación en la piel (32, 

39, 40, 41, 42, 56, 57).  

Sorprendentemente, al inocular la CTB en conjunto con la esporotricina no se 

observó la inducción de una DTH. Tampoco se observó la presencia de linfocitos T CD4 

con fenotipo de memoria en la epidermis de los ratones inmunizados con la esporotricina y 

la CTB. Por otra parte, de manera interesante se encontró una importante reacción de 

DTH en las orejas de los ratones que fueron inmunizados con las conidias inactivadas por 

calor de SC en combinación con la CTB y retados con las conidias  tanto a los 7 días 

como a los 31 días después de la inmunización.  En este caso la reacción de DTH 

correlaciona con la presencia significativa de linfocitos T CD4 con fenotipo de memoria en 

la epidermis de las orejas de los ratones que fueron inoculados con la combinación de 

conidias y CTB, estos resultados son acordes con los trabajos en los que se propone a la 
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CTB como adyuvante  (29, 32), pero contradicen otros estudios en los que reportan que la 

CTB solo funciona como un transportador de antígenos y que el efecto adyuvante de la TC 

radica en la sub-unidad α tóxica de esta toxina (CTA) (46, 47, 48, 53).   

Estos resultados muestran nuevamente que las conidias de SC son un mejor 

candidato a antígeno en comparación con la esporotricina.  Esto puede ser explicado por 

qué la esporotricina es un producto obtenido de la fase micelial del hongo (1, 2) y por lo 

tanto las conidias pueden tener ciertos epítopes antigénicos ausentes en la esporotricina y 

que son importantes en el desarrollo de la respuesta inmune. Otra explicación es que las 

conidias pudieran inducir una activación parcial de las células dendríticas de la piel y  que 

pudiera  actuar de manera sinérgica con la CTB en la inducción de una respuesta inmune 

después de su inoculación en la piel.  Esto último es apoyado por el resultado de que la 

inoculación de la esporotricina con la CTB no logro la inducción de una DTH (Figura 8). Lo 

cual podría implicar que, el efecto adyuvante de la CTB depende en gran medida del 

antígeno con el cual se inocule en conjunto, además de la vía utilizada, tal y como ha sido 

reportado en otros trabajos (29, 32, 33). 

 En resumen los resultados de este trabajo permiten concluir que tanto la TC 

completa como la CTB poseen un efecto adyuvante en piel que se traduce en la inducción 

de una respuesta celular de tipo DTH cuando se co-administran con las conidias de SC 

inactivadas por calor.  De manera interesante esta respuesta permanece en el tiempo y 

correlaciona con la presencia de linfocitos T CD4 con fenotipo de memoria presentes en la 

epidermis de los ratones inmunizados, sugiriendo la inducción de una respuesta de 

linfocitos T CD4 de memoria. El estudio además resalta en potencial de la CTB como 

adyuvante en la inmunización en piel en ausencia de efectos tóxicos e inflamación 

aparente y propone a las conidias como un antígeno potencial del hongo SC. 

 Estos resultados pueden en un futuro ser la base para el desarrollo de una vacuna 

contra S.C utilizando  la piel como una vía potencial de inmunización contra un 

microorganismo que penetra por esta vía.  
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CONCLUSIÓN. 

 

Estos resultados muestran el potencial de la su sub-unidad β no tóxica de la toxina del 

cólera como adyuvante de las conidias del hongo SC inactivadas por calor en la inducción 

de una respuesta inmune celular mediada por linfocitos T CD4+ después de la inoculación 

intradérmica en la oreja del ratón.  
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