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Artículo original

Cuantificación de linfocitos 
TCD4+ y TCD8+ y células NK en 
eumicetomas

Resumen

ANTECEDENTES: en el micetoma eumicético, en etapas tempranas 
de la infección, los fagocitos mononucleares liberan citocinas IL-1, 
TNF-α y TGF-β en los sitios del reconocimiento antigénico, seguido 
de la presentación de antígeno en ganglio, se activan los linfocitos 
TCD4+(H1), que son células productoras de INF-g, mismas que, junto 
con los linfocitos CD8+ y las células NK, contribuyen a la activación de 
macrófagos, que atraen y activan neutrófilos en el sitio de la infección.

OBJETIVO: identificar y cuantificar las poblaciones de linfocitos con 
fenotipos CD4+ (T cooperadores), CD8+ (T citotóxicos) y células NK 
(citocidas naturales) productoras de IFN-γ, presentes en biopsias de 
pacientes con diagnóstico de eumicetoma.

MATERIAL Y MÉTODO: estudio observacional y transversal, efectuado 
de abril a noviembre de 2016, en el que se utilizaron cortes histológi-
cos de biopsias de seis pacientes con eumicetomas, se realizaron tres 
cortes por muestra. A partir de técnicas histológicas, se obtuvieron tres 
cortes de cada muestra, la primera laminilla se tiñó con la técnica de 
hematoxilina-eosina, la segunda se utilizó para la determinación de 
células con perfil CD4+ usando técnicas de inmunofluorescencia y la 
tercera para la determinación de células con perfil CD8+ y NK, para 
tal efecto se utilizaron los anticuerpos marcados con fluorocromos 
anti-human CD4-FITC, anti-human CD8-FITC y anti- human CD56, 
conjugado Tri-Color.

RESULTADOS: se identificó la presencia de las tres estirpes de linfoci-
tos estudiados en los cortes de biopsias de eumicetomas; sin embargo, 
los porcentajes de células cuantificadas fueron muy diferentes, en 
seis cortes histológicos se encontró 97% de linfocitos TCD4+, 1% de 
linfocitos TCD8+ y 2 % de células NK.

CONCLUSIÓN: de las poblaciones cuantificadas en las biopsias 
provenientes de pacientes con diagnóstico de eumicetoma, la más 
abundante correspondió a los linfocitos TCD4+.
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Abstract

BACKGROUND: In mycetoma, in the early stages of fungal infection, 
mononuclear phagocytes release IL-1, TNF-α and TGF-β cytokines 
at antigen recognition sites, followed by the presentation of antigen 
into lymph node, TCD4+(H1) lymphocytes are activated, which are 
producer cells of INF-γ, which together with TCD8+ lymphocytes and 
NK cells contribute to the activation of macrophages, which attract 
and activate neutrophils at the site of infection.

OBJECTIVE: To identify and quantify lymphocyte populations with 
CD4+ (helper T), CD8+ (cytotoxic T), and NK cells (natural killer) 
cells producing IFN-γ, present in biopsies of patients diagnosed with 
eumycetoma.

MATERIAL AND METHOD: An observational and cross-sectional 
study was done from April to November 2016, with histological sec-
tions of biopsies of six patients with eumycetomas, three cuts were 
made per sample. From histological techniques, three sections of each 
sample were obtained, the first lamella was stained with hematoxylin-
eosin technique, the second one was used for the determination of 
cells with CD4+ profile using immunofluorescence techniques and 
the third for the determination of cells with a CD8+ and NK profile. 
Anti-human CD4-FITC, anti-human CD8-FITC and anti-human CD56, 
Tri-Color conjugate labeled antibodies were used.

RESULTS: The presence of the three strains studied in the biopsy 
sections of eumycetomas was found, although the percentages of 
quantified cells were very different; in the six histological sections, 
97% of TCD4+ cells were found, 1% of TCD8+ lymphocytes and 
2% of NK cells.

CONCLUSION: Of the populations quantified in biopsies from pa-
tients diagnosed with eumycetomas, the most abundant corresponded 
to TCD4+ lymphocytes.

KEYWORDS: eumycetoma; immunofluorescence; T lymphocyte 
subpopulations
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ANTECEDENTES

El micetoma es un síndrome anatomoclínico 
crónico, caracterizado por tumefacción, fístulas 
y gránulos (microcolonias de los agentes etiológi-
cos).1,2 El progreso de la enfermedad puede llegar 
a afectar tejido óseo, causando deformación del 
miembro asociado. El eumicetoma es causado 
por más de 30 especies de hongos filamentosos, 
septados, hialinos o dematiáceos, aislados de 
tierra, detritus vegetal, madera y plantas. De 
acuerdo con la apariencia de los gránulos se 
clasifican en:

•	 Eumicetoma de gránulos blancos, los 
agentes principales son: Pseudallescheria 
boydii (Scedosporium apiospermum), 
Acremonium spp y Fusarium spp. Otras 
especies encontradas son: Aspergillus 
nidulans, Aspergillus flavus.  Algunos 
dermatofitos (Trichophyton rubrum, Mi-
crosporum canis) también pueden causar 
eumicetomas. 

•	 Eumicetoma de gránulos negros, los 
agentes principales son: Madurella myce-
tomatis, Trematosphaeria grisea (antes 
Madurella grisea) y Exophiala janselmai. 
Otros agentes relacionados son: Cla-
dophialophora  spp, Curvularia  spp y 
Phialophora verrucosa.3-5 

El eumicetoma representa 3.4% de los mice-
tomas en México, de ellos, las especies más 
frecuentes son Trematosphaeria grisea y Madu-
rella mycetomatis,6 forma parte de las micosis 
subcutáneas que se entienden como infecciones 
micóticas que afectan principalmente al tejido 
subcutáneo.7 Las tasas de mortalidad varían entre 
4 y 10% en infecciones localizadas y pueden 
ser tan altas como 83 a 94% en la enfermedad 
diseminada;8 en los eumicetomas se identifican 
hifas de 4 a 5 micras de diámetro y sobrevienen 
vesículas en la periferia del grano. El estudio 
histopatológico se caracteriza por un granu-

loma supurativo,9 los hongos son reconocidos 
por las células del sistema inmunitario innato 
(por ejemplo células dendríticas y macrófagos), 
que unen componentes de las paredes fúngicas 
gracias a los receptores que reconocen patrones 
(PRR) expresados en la superficie de las células. 
Los receptores de lectina tipo C (o CLRs, como 
la dectina-1) son particularmente importantes en 
la inmunidad antifúngica, aunque otros, como 
los TLRs (receptores tipo Toll), también son im-
portantes. Cuando los receptores que reconocen 
patrones reconocen a un hongo, producen seña-
les a través de colas intracelulares o moléculas 
asociadas (FcRγ), lo que resulta en fagocitosis, 
iniciación de mecanismos de destrucción (por 
ejemplo, producción de especies reactivas de 
oxígeno) y contribuyen al desarrollo de res-
puestas inmunitarias adaptativas. La inmunidad 
adaptativa frente a hongos sólo se conoce par-
cialmente, aunque al parecer las células TCD4+, 
que producen IFN-γ (Th1) o IL-17 (Th17) son 
los mayores protectores contra las infecciones 
fúngicas porque ayudan a las células innatas 
efectoras, como neutrófilos y macrófagos, a la 
correcta destrucción.10

En eumicetomas causados por Madurella myce-
tomatis se han encontrado tres tipos de reacción 
inflamatoria,11 la reacción tipo I se distingue por 
una zona de neutrófilos que rodean al grano, una 
zona intermedia de macrófagos, células gigantes 
y una zona periférica que contiene linfocitos y 
células plasmáticas. La reacción tipo II no tiene 
la zona de neutrófilos y el grano está rodeado por 
macrófagos y células gigantes. La reacción tipo III 
consiste en un granuloma epitelioide discreto, con 
células gigantes tipo Langhans, sin granos bien 
formados;12 mediante técnicas de inmunohisto-
química se ha demostrado que la reacción tipo 
I es positiva para CD15 (neutrófilos) en la zona 
que rodea al grano; la zona intermedia es positi-
va para CD68 (macrófagos) y CD3 (linfocitos T), 
mientras que la zona periférica contiene células 
CD20+ (linfocitos B). Se demostró la existencia 
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de IgG, IgM y complemento en la superficie de 
los granos y en los filamentos que le rodean. Los 
neutrófilos y macrófagos recluidos en la lesión 
por el complemento participan en el ataque al 
grano. El perfil de citocinas en la lesión y en los 
ganglios linfáticos regionales corresponde a IL-4 
e IL-10 provenientes de las células Th2.13

Las células T cooperadoras específicas del an-
tígeno pueden ser principalmente de dos tipos: 
Th1 y Th2, de acuerdo con las citocinas que pro-
duzcan y su función efectora. La diferenciación a 
células Th1, que producen IL-2, IFN-γ y linfotoxi-
na, es estimulada por la IL-12 e IFN-γ; mientras 
las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, 
dependientes de IL-4. El IFN-γ es representativo 
de las citocinas del tipo Th1 y un inhibidor del 
crecimiento de las células Th2. La IL-10 es una 
citocina con actividad antiinflamatoria.14

El objetivo de este trabajo es identificar y cuanti-
ficar las poblaciones de linfocitos con fenotipos 
CD4+ (T cooperadores), CD8+ (T citotóxicos) y 
NK (citocidas naturales) productoras de IFN-γ, 
presentes en biopsias de eumicetomas humanos, 
mediante microscopia de fluorescencia. 

MATERIAL Y MÉTODO

Estudio observacional y transversal efectuado 
con una muestra por conveniencia en seis cortes 
histopatológicos proporcionados por el servicio 
de Dermatopatología del Hospital General Dr. 
Manuel Gea González. El estudio se realizó de 
abril a noviembre de 2016.

Biopsias

Se utilizaron cortes histológicos de biopsias de 
seis pacientes con diagnóstico de eumicetoma: 
tres casos causados por Madurella mycetomatis y 
tres por Acremonium, en los que el agente etioló-
gico fue tipificado por histología, con promedio 
de cinco años de evolución de la enfermedad. 

Diagnóstico histológico

En los pacientes con diagnóstico de micetoma, se 
observó acantosis y papilomatosis, con infiltrado 
denso que ocupaba la dermis media y profunda 
constituida por microabscesos de polimorfo-
nucleares rodeados por linfocitos, histiocitos y 
numerosos vasos neoformados.

Técnica histológica

Se obtuvieron tres cortes histológicos de cada 
biopsia. Uno se tiñó con hematoxilina-eosina 
para identificar al eumicetoma.15 En el segundo 
y tercer corte se hizo el análisis in situ con anti-
cuerpos monoclonales marcados con anti-CD4+ 
humano fluoresceína (FITC), anti-CD8+ humano 
fluoresceína (FICT) y anti-humano CD56 conju-
gado Tri-Color, observados en fluorescencia con 
una lámpara de argón de 50 W con longitudes 
de onda que abarcaran 530 nm (FITC) y 585 
nm (PE).

Para desparafinar, los cortes se sometieron su-
cesivamente a baños con xilol (10 minutos), 
xilol-alcohol absoluto (5 minutos), alcohol ab-
soluto (5 minutos), alcohol de 96º (5 minutos), 
alcohol de 70º (5 minutos) y agua destilada (5 
minutos). Para el diagnóstico de micetoma se 
realizaron las tinciones por hematoxilina-eosina. 

Epifluorescencia in situ

Las muestras desparafinadas son hidratadas 
con PBS 1X (pH 7.4) durante cinco minutos; se 
bloquearon con PBS-gelatina (0.05%) duran-
te cinco minutos y se procedió a realizar los 
marcajes con los anticuerpos específicos: anti-
human CD4+FITC catálogo número MHCD0401 
(CALTAG Laboratories), anti-human CD8+FITC 
catálogo número 300906 (BioLegend) y anti-
human CD56 conjugado Tri-Color (Invitrogen), 
que fueron diluidos 1:100 en solución de fosfatos 
(PBS gelatina); las muestras con los anticuerpos 
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Figura 3. Micetoma por Madurella mycetomatis (grano 
negro). Linfocitos TCD4+ marcados con anticuerpo 
anti-CD8+ fluoresceína (FITC), 10X. 

Figura 2. Micetoma por Madurella mycetomatis (grano 
negro). Linfocitos TCD4+ marcados con anticuerpo 
anti-CD4+ fluoresceína (FITC), 40X. 

Figura 1. Micetoma por Madurella mycetomatis (grano 
negro), teñido con H-E observado a 10X.

se incubaron durante una hora a temperatura 
ambiente en cámara húmeda y posteriormente 
se incubaron 24 horas más a 4°C; todas las 
laminillas se lavaron con PBS 1X cinco veces 
y se montaron con una gota de glicerol-PBS 
(9:1) en cubreobjetos limpios para su posterior 
observación en microscopio de fluorescencia 
(Zeiss Inc.).

Cuantificación celular

Se contaron 100 células en cada corte y se iden-
tificaron las poblaciones de linfocitos marcadas.

RESULTADOS

En los cortes teñidos con hematoxilina-eosina 
(H-E) de eumicetomas (con granos negros), 
se identificaron granos de color marrón, con 
adherencia de neutrófilos en la superficie 
característicos de Madurella mycetomatis 
(Figura 1); se efectuó el marcaje en el que los 
linfocitos CD4+ se observaron de color verde 
(FITC, Figura 2), los linfocitos TCD8+ también 
se observaron en verde, pero en otro corte 
(Figura 3) y las células NK en naranja rojizo 
(Figura 4).

En los cortes teñidos con H-E de eumicetomas 
(con granos blancos), se identificó Acremonium 
(Figura 5) y al efectuar el marcaje de los linfo-
citos se observó la marca de los CD4+ en verde 
(FITC, Figura 6), los linfocitos TCD8+ también se 
observaron en verde, pero en otro corte (Figura 
7) y las células NK en naranja (Figura 8).
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Figura 6. Eumicetoma por Acremonium (grano blan-
co). Linfocitos TCD4+ marcados con anticuerpo anti-
CD4+ fluoresceína (FITC) 40X. 

Figura 7. Eumicetoma por Acremonium (grano blan-
co). Linfocitos TCD8+ marcados con anticuerpo anti-
CD4+ fluoresceína (FITC) 40X. 

Figura 5. Eumicetoma por Acremonium (grano blanco) 
teñido con H-E observado a 10X.

Figura 4. Micetoma por Madurella mycetomatis (grano 
negro). Linfocitos NK marcados con anticuerpo anti-
CD56 conjugadoTri-Color 40X.

Al contar 100 células en cada corte se identi-
ficaron las poblaciones de linfocitos marcadas 
(Cuadro 1); se observó la relación entre las célu-
las TCD4+, TCD8+ y NK en cada eumicetoma, 
ya sea de granos negros o blancos.

En los eumicetomas estudiados hubo 97% de 
linfocitos TCD4+, 1% de linfocitos TCD8 y 2% 
de células NK. 

DISCUSIÓN

De acuerdo con la clasificación propuesta por 
Fahal en 2003,13 los micetomas se ubicarían 
en una reacción del tipo I, que se distingue 
porque el grano está casi siempre rodeado por 
una capa de leucocitos polimorfonucleares. 
En el interior, la mayor parte son neutrófilos y 
están en contacto con la superficie del grano, y 
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en algunas ocasiones lo penetran causando su 
fragmentación. La zona contigua está compuesta 
por macrófagos, linfocitos, células plasmáticas y 
escasos neutrófilos. Ésta es la zona que se utilizó 
en este trabajo para buscar la mayor cantidad de 
linfocitos e identificarlos por medio del marcaje 
y fluorescencia. Se observó una gran diferencia 
en el número de leucocitos encontrados por-
que los eumicetomas causados por Madurella 
mycetomatis y los causados por Acremonium 
tienen alto porcentaje de linfocitos CD4+ y muy 
pocos linfocitos de las otras subpoblaciones 
analizadas (CD8+ y NK). Estas proporciones 
son importantes porque existen dos tipos de 

linfocitos T: los linfocitos TCD4+ y los TCD8+ 
(CTL), de los que la estirpe CD4+ se divide en 
linfocitos Th1 y Th2. Los clones Th1 sintetizan 
IL-2, IFN-g y linfotoxina (LT). Su expresión no se 
identifica en los clones Th2, porque éstos sólo 
sintetizan cantidades medibles de IL-4, IL-5 y 
probablemente IL-6. El IFN-g es importante en 
la regulación de la respuesta inmunitaria porque 
estimula la actividad bactericida de los fagocitos, 
la presentación de antígeno unido al complejo 
principal de histocompatibilidad de clases I y II 
y dirige la interacción endotelio-leucocito.

En la etapa temprana de la infección, los fago-
citos mononucleares liberan citocinas como 
IL-1, TNF-α y TGF-β en los sitios del reconoci-
miento antigénico. Estas interleucinas inducen 
la secreción de citocinas quimiotácticas IL-8 
y proteína quimiotáctica de monocitos por las 
células estromales y la expresión de moléculas 
de adhesión ELAM-I e ICAM-I en las células 
endoteliales, para iniciar la acumulación de 
neutrófilos, células NK (producen IFN-g y 
macrófagos (IL-12, IL-10, IL-15 e IL-18), para 
activar los linfocitos T y B (células de la res-
puesta inmunitaria específica) y así eliminar el 
antígeno del tejido blanco.16

El eumicetoma es un proceso inflamatorio cróni-
co con abundancia de neutrófilos. Este fenómeno 
puede deberse a la activación de macrófagos por 
el IFN-γ secretado por las células CD4+ (Th1), 
TCD8+ y NK presentes en las lesiones.

Figura 8. Eumicetoma por Acremonium (grano blan-
co), células NK marcadas con anticuerpo anti-CD56 
conjugado Tri-Color 10X.

Cuadro 1. Cuantificación de linfocitos TCD4+, TCD8+ y NK en 100 células contadas en cada uno de seis cortes histológicos 
de eumicetomas, tres de granos negros (Madurella mycetomatis) y tres de granos blancos (Acremonium)

Muestra CD4++ CD8+ NK (CD56) Grano

1 97 0 3 Negro

2 92 2 6 Negro

3 95 2 3 Blanco

4 100 0 0 Blanco

5 97 0 3 Negro

6 99 1 0 Blanco
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CONCLUSIÓN

De las poblaciones cuantificadas en las biopsias 
provenientes de pacientes con diagnóstico de 
eumicetoma, la más abundante correspondió a 
los linfocitos TCD4+.
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