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Expresion de receptores tipo Toll 2 y
4 en macrofagos de piel de pacientes
con esporotricosis cutanea

RESUMEN

Antecedentes: la esporotricosis es una infeccién que afecta la piel y
el tejido subcutaneo vy linfatico, causada por el complejo Sporothrix
schenckii. En esta micosis interviene la respuesta inmunitaria innata
(monocitos-macréfagos y polimorfonucleares), debido a que Sporothrix
tiene en su pared celular glicoproteinas que pueden ser reconocidas
por los receptores tipo Toll 2 y 4, es importante estudiar la participacién
de estos receptores. Existen escasos estudios, efectuados Gnicamente
en modelos murinos, que evaltan estas moléculas durante la respuesta
inmunitaria en la esporotricosis.

Objetivo: determinar la expresién de receptores tipo Toll (TLR) 2 y 4 en
macroéfagos de biopsias de piel de pacientes con esporotricosis cutdnea.

Material y método: estudio transversal analitico, que incluy6 tejido
de biopsia de pacientes con esporotricosis y controles. Se usé técnica
de inmunohistoquimica, con anticuerpos monoclonales anti TLR2,
TLR4 y CD68 (control positivo a macréfagos), revelados mediante el
paquete Universal Dako. Las cortes inmunotenidos se observaron por
medio de microscopio 6ptico para identificar el indice de marcaje por
su intensidad y extension de color en el tejido.

Resultados: el indice de marcaje de los receptores TLR2 y TLR4 se
observé en la membrana de los queratinocitos, con menor expresion

en los pacientes vs los controles con diferencia estadisticamente signi-
ficativa en TLR4 (p=0.002).

Conclusién: las moléculas de receptores tipo Toll 2 y 4 se expresaron
en la membrana de los queratinocitos y no en macrofagos.

Palabras clave: esporotricosis, macréfagos, receptores tipo Toll 2 y 4.

Expression of Toll-like receptors 2 and 4
in macrophages of skin of patients with
cutaneous sporotrichosis

ABSTRACT

Background: Sporotrichosis is an infection of skin, subcutaneous and
lymphatic tissue, caused by Sporothrix schenckii complex. In this myco-
sis, it is involved the innate immune response (monocytes/macrophages
and polymorphonuclear), so it is important to study the involvement of
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Toll-like receptors (TLR), as Sporothrix presents in its cell wall glycopro-
teins that can be recognized by TLR2 and TLR4. There are few studies
(and only in murine models) evaluating these molecules during the
immune response in sporotrichosis.

Objective: To determine the expression of TLR2 and TLR4 in macro-
phages in skin biopsies from patients with cutaneous sporotrichosis.

Material and method: A cross-sectional, analytical study was done with
tissue biopsies from patients with sporotrichosis and controls with im-
munohistochemistry, using monoclonal antibodies against TLR2, TLR4
and CD68 (positive control macrophages), revealed by Universal Dako
kit. The immunostained sections were observed by light microscopy to
identify the labeling index by a visual analog scale (color intensity and
extension in the tissue).

Results: The labeling index of receptors TLR4 and TLR2 was observed
with lower expression in patients versus controls, with a statistically
significant difference in TLR4 (p=0.002).

Conclusion: There was no expression of TLR2 and TLR4 in macrophages
of patients with sporotrichosis, these molecules were present in the
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membrane of keratinocytes.

Key words: sporotrichosis, macrophages, Toll-like receptors 2 and 4.

ANTECEDENTES

La esporotricosis es una micosis causada por
especies del complejo Sporothrix schenckii,
que produce en la piel nédulos que se ulceran
(gomas), ademas, puede afectar el tejido subcu-
taneo y linfatico.'?

Los receptores tipo Toll (TLR) son glicoproteinas
integrales de membrana de varias células, que
en su dominio extracelular poseen repeticiones
ricas en leucina y su dominio intracitoplasmico
es homélogo a la interleucina 1.° Se expresan en
las células del sistema inmunitario: monocitos-
macrofagos, dendriticas, neutréfilos, mastocitos,
células B, epitelio intestinal, respiratorio y la piel.
Inducen la expresién de genes que codifican
para péptidos antimicrobianos naturales, molé-

culas coestimuladoras y citocinas importantes
para la regulacién y activacion de la respuesta
inmunitaria adaptativa.* Pertenecen a la familia
de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), involucrados en la deteccion de patoge-
nos (protozoarios, hongos, bacterias y virus). En
el humano existen 13 receptores tipo Toll que se
diferencian por su secuencia de aminodcidos.’

Las células de la respuesta inmunitaria recono-
cen un patrén molecular comin y constante de la
superficie de los microorganismos, denominado
patrén molecular asociado con patégenos, a
través de los receptores de reconocimiento de
patrones.®

Los lipidos en la pared de los hongos pueden
actuar como ligandos que activan los receptores
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Toll que inducen factores de sefializacion en
las células inmunitarias y que desencadenan la
inflamacién.”

Sassa y su grupo realizaron los primeros estudios
de esporotricosis y la participacion de receptores
Toll (TLR) en modelos murinos, cuyo objetivo fue
estudiar el papel del TLR4 durante la respuesta
del hospedero ante la infeccién por S. schenckii
en ratones infectados con este hongo y un gru-
po control. Se valoré la respuesta inmunitaria
durante 10 semanas a través de la medicién de
mediadores proinflamatorios (factor de necrosis
tumoral alfa [TNF-a], 6xido nitrico e interleu-
cina 10 [IL-10]) en macréfagos peritoneales.
Se encontraron cantidades reducidas de los
mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios
en ratones deficientes de TLR4, lo que sugiere
la implicacion de este receptor en el reconoci-
miento de este agente infeccioso.®

Acorci-Valerio y colaboradores estudiaron la
expresion de TLR2 y 4 en neutréfilos humanos
activados con el factor estimulador de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), inter-
leucina 15 (IL-15), e interferon gamma (IFN-y)
inoculados con Paracoccidioides brasiliensis.
El hongo incrementé la expresion de TLR2 que
inducia un efecto adicional a las citocinas. Por el
contrario, inhibié la expresién del TLR4. Los re-
sultados sugieren que P. brasiliensis utiliza TLR4
para acceder a los neutréfilos humanos. Esta inte-
raccién da lugar a la produccién de interleucinas
8 y 10, lo que puede considerarse mecanismo
patégeno en esta infeccion micotica.’

Awasthi estudié la diseminacién flngica, la
mortalidad y la respuesta inmunitaria humoral
en ratones con defecto en la expresion de TLR4,
infectados con una dosis subletal de Coccidioi-
des posadasii. Los ratones con defecto fueron
igualmente susceptibles que aquellos con TLR4
intacto. Los resultados sugieren que el TLR4
puede no estar involucrado en la induccion de

la defensa del hospedero contra este hongo, pero
ser fundamental para la difusién del mismo.

MATERIAL Y METODO

Estudio transversal, analitico, efectuado en 10
pacientes con esporotricosis y 10 controles,
pareados en género y edad =+ cinco afos.

Los criterios de inclusién fueron: biopsia de
pacientes con esporotricosis (cultivo previo po-
sitivo), cualquier género y edad. De los sujetos
control la piel sana se obtuvo de un procedimien-
to quirdrgico por lesiones no malignas.

Las biopsias se incluyeron en parafina, se rea-
lizaron cortes de 3 ym que se colocaron sobre
laminillas cargadas (4 cortes/portaobjeto). El
tejido se desparafiné en xilol y se rehidraté a
través de una serie secuencial de etanol.

En el estudio inmunohistoquimico se utilizaron an-
ticuerpos monoclonales anti TLR2, TLR4 y CD68
(control positivo a macréfagos, control negativo:
solucién de suero fetal bovino+albimina), que
fueron revelados mediante el paquete Universal
Dako. Las secciones inmunotefidas se analizaron
mediante microscopia de luz (40x) para identificar
y registrar el indice de marcaje, mediante una es-
cala visual andloga por la intensidad y extension
de color en el tejido, que fue: sin marca (negativo),
leve (+), moderado (++) y severo (+++).

Los resultados se analizaron mediante estadistica
descriptiva y medidas de tendencia central (pro-
porciones y mediana), asi como de dispersion
(desviaciéon estandar) y x?. Para determinar la
significacion estadistica de contraste entre las
variables se realiz6 prueba no paramétrica de
una y dos colas con la prueba exacta de Fisher.
Los datos se procesaron en el paquete estadistico
EPI Info 15. Se consider6 diferencia significativa
al obtener un valor de p<0.050 con intervalo de
confianza de 95%.
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RESULTADOS

De los 20 individuos estudiados, 14 (70%) eran
del género masculino (7 controles y 7 pacientes).
Respecto de la edad de los pacientes, el menor
fue de 11 afios y el mayor de 74, con mediana
de 48 + 22 afos; la mediana de edad de los
controles fue de 46 + 21 afos.

De los pacientes con esporotricosis, 5 tenian la
variedad fija y cinco linfangitica, las topografias
afectadas fueron las extremidades superiores en
cinco sujetos (50%), las extremidades inferiores
en dos (20%) y hubo un caso con afectacion en
la cara, el cuelloy el tronco cada uno (Cuadro 1).

En los resultados de la inmunohistoquimica para
el control negativo, los pacientes y los controles
no mostraron marcaje en el 100%.

El marcaje del anticuerpo CD68 (control positivo
para macréfagos) se observé en 100% de los
pacientes vs 90% de los controles. No encon-
tramos diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos.

La expresion de TLR2 en los tejidos de pacientes
se observé con un indice de marcaje de 70%
(predomind en seis pacientes la intensidad de
14) vs 90% de los sujetos control (en 6 sujetos
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la intensidad fue de 2+, Cuadro 2); esta marca
se observé en ambos grupos en la epidermis,
en los queratinocitos (Figura 1), con p=0.055.

El marcaje de TLR4 en la piel de pacientes con
esporotricosis se observd en 70% (4 pacientes
con 1+) vs 100% de los controles (6 sujetos con
indice de 3+, Cuadro 3); esta marca se expreso
en la epidermis, principalmente en los querati-
nocitos (Figura 2), con significacién estadistica
entre ambos grupos de p=0.002 con la prueba
exacta de Fisher y de p=0.0043 con la prueba x2.

DISCUSION

Los datos epidemiolégicos de los pacientes con
esporotricosis en este estudio son similares a los

Cuadro 2. indice de marcaje de los receptores tipo Toll 2

indice de Controles Pacientes Total
marcaje (90%) (70%) (%)
Negativo 1 3 4 (20)
+ 2 6 8 (40)
++ 6 1 7 (35)
+++ 1 0 1(5)
Total 10 10 20 (100)
Prueba exacta Significacién exacta n
de Fisher (bilateral)
p=0.055 20

indice de marcaje: (+) leve; (++) moderado; (+++) severo.

Cuadro 1. Datos sociodemogréficos de pacientes con esporotricosis y sujetos control

Pacientes Controles

Género, edad en afios Topografia Variedad clinica  Género, edad en afios  Estudio histopatolégico
Fem, 59 Cara Fija Fem, 59 Quiste epidérmico
Masc, 26 Extremidad superior Fija Masc, 26 Nevo epidérmico
Masc, 28 Tronco Fija Masc, 28 Quiste epidérmico
Fem, 50 Extremidad superior Fija Fem, 50 Quiste triquilémico
Masc, 18 Cuello Fija Masc, 23 Quiste epidérmico
Masc, 46 Extremidad inferior Linfangitica Masc, 42 Nevo intradérmico
Masc, 11 Extremidad superior Linfangitica Masc, 14 Nevo epidérmico
Fem, 67 Extremidad superior Linfangitica Fem, 67 Quiste epidérmico
Masc, 74 Extremidad superior Linfangitica Masc, 75 Queratosis seborreica
Masc, 66 Extremidad inferior Linfangitica Masc, 66 Nevo intradérmico
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Figura 1. Inmunomarcaje positivo para receptores tipo
Toll 2 en queratinocitos de piel. A. Sujeto control (+++)
principalmente hacia la capa cérnea. B. Paciente (+)
en el estrato basal (40x).

Cuadro 3. indice de marcaje de los receptores tipo Toll 4

indice de Controles Pacientes Total
marcaje (100%) (70%) (%)
Negativo 0 3 3 (15)
+ 0 4 4(20)
++ 4 3 7 (35)
+++ 6 0 6 (30)
Total 10 10 20 (100)
Prueba exacta  Significacion x2
de Fisher exacta (bilateral) n
p=0.002 p=0.0043 20

indice de marcaje: (+) leve; (++) moderado; (+++) severo.

reportados por diferentes autores respecto de
esta micosis, de manera que predominé el sexo
masculino, la edad varié entre 11 y 74 anos, la
ocupacioén predominante fue la de campesino y
las extremidades superiores fueron la topografia
mas afectada.’?"12

La expresién de CD68 como control positivo
para macréfagos se encontré en todos los pa-
cientes vs 90% de los controles; sabemos que
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Figura 2. Inmunomarcaje positivo para receptores
tipo Toll 4 en queratinocitos de piel, principalmente
en la capa basal. A. Sujeto control (++). B. Paciente
(+) (40x).

estas células son importantes en la fagocitosis
de antigenos.

En este estudio no encontramos expresion de
TLR2 y 4 en macrdéfagos de pacientes con espo-
rotricosis, s6lo estuvo presente en queratinocitos,
lo que hace suponer que los macréfagos de
nuestros pacientes no realizan una respuesta
inmunitaria eficiente contra la infeccién por S.
schenckii.

Los queratinocitos representan mas de 80% de
las células epidérmicas, mantienen la estructura
de la epidermis mediante la produccién de que-
ratina y actGan como barrera fisica contra una
gran variedad de microorganismos exégenos.
Ademads, participan en el inicio de la respuesta
inmunitaria epidérmica, expresan receptores tipo
Toll, como lo observamos en este trabajo, y son
fuente importante de citocinas, quimiocinas y
péptidos antimicrobianos al reconocer el patrén
molecular asociado con patégenos mediante
estos receptores.”* Asimismo, Palma y su grupo
reportaron la influencia de los queratinocitos a
través de TLR2 y la produccion de mediadores
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inflamatorios para activar neutréfilos contra
actinomicetoma,’® con base en lo anterior, estas
células también pueden desempefiar un papel
clave en la esporotricosis.

La expresion de TLR4 estd disminuida en los
pacientes en comparacién con el grupo control:
100 vs 70%, respectivamente, con significacién
estadistica de p=0.002. Al respecto, Sassa y su
grupo estudiaron ratones cuyos macréfagos eran
deficientes en TLR4 y observaron que estas célu-
las, al ser estimuladas con S. schenckii, disminufan
la liberacién de mediadores proinflamatorios; los
autores sugieren que esta molécula puede estar
implicada en la infeccién por este hongo.?

Al comparar la expresion de marcaje de TLR2
y 4 entre la esporotricosis fija vs linfangitica,
observamos que los primeros mostraron menor
indice, lo que llama fuertemente la atencion,
porque la forma fija es menos invasiva y sugiere
que debe haber mayor expresién de estas mo-
léculas en estos pacientes que, ademas, tienen
mejor respuesta inmunoldgica.

Para tener una explicacién légica de estos resul-
tados es necesario profundizar en el estudio de
los mediadores pro e inflamatorios provenientes
de las células que expresan estos receptores y
plantear nuevas estrategias que permitan con-
firmar la inhibicién de estas moléculas por este
microorganismo.
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