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Resumen

ANTECEDENTES: El micetoma es una enfermedad infecciosa, granulomatosa, crénica,
que afecta la piel, el tejido celular subcutaneo y el hueso; es causada por bacterias
filamentosas (actinomicetoma) y hongos (eumicetoma). En México el agente causal
mas frecuente de actinomicetoma es Nocardia brasiliensis, seguido por Actinomadura
madurae.

OBJETIVO: Evaluar la expresion de los receptores manosa (MRC1) y de complemento
(CR3) en neutrdfilos humanos infectados con N. brasiliensis y A. madurae.

MATERIAL Y METODO: Estudio experimental efectuado de junio a diciembre de
2017 en el que se infectaron neutréfilos humanos obtenidos de sangre periférica con
N. brasiliensis y A. madurae, se siguieron cinéticas posinfeccionde 1,2, 3, 4 y 5 horas.
Se obtuvo ARN total para su posterior retro-transcripcién, la cuantificacién de los genes
de los receptores se realizé por qPCR y la expresion a nivel proteico se corroboré por
microscopia confocal.

RESULTADOS: En neutréfilos humanos infectados con N. brasiliensis y A. madurae se
detect6 alta expresion del receptor de MRC1 que se vio incrementado desde las pri-
meras horas de infeccién con ambas cepas, respecto al receptor CR3 encontramos que
los neutrofilos lo expresan de manera discreta en tiempos tempranos de la infeccion.

CONCLUSION: Los neutréfilos infectados con N. brasiliensis y A. madurae sobreexpre-
san el receptor de manosa MRCT; sin embargo, los niveles de expresién del receptor
de complemento CR3 son bajos.

PALABRAS CLAVE: Micetoma; actinomicetoma; actinomicetos; Nocardia brasiliensis;
receptor CR3; receptor de manosa.

Abstract

BACKGROUND: Mycetoma is an infectious, granulomatous, chronic disease that
affects the skin, subcutaneous cellular tissue and bone. It is caused by filamentous
bacteria (actinomycetoma) and fungi (eumycetoma). In Mexico, the most frequent
causative agent of actinomycetoma is Nocardia brasiliensis, followed by Actino-
madura madurae.

OBJECTIVE: To evaluate the expression of mannose (MRC1) and complement (CR3)
receptors in human neutrophils infected with N. brasiliensis and A. madurae.

MATERIAL AND METHOD: An experimental study performed from June to December
2017 was done in which human neutrophils from peripheral blood were infected with
N. brasiliensis and A. madurae, the kinetics were followed post infection of 1, 2, 3,
4 and 5 hours. The total RNA was obtained for its subsequent retro-transcription, the
quantification of the genes of the receptors was carried out by gPCR and the expression
at the protein level was corroborated by confocal microscopy.
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RESULTS: In human neutrophils infected with N. brasiliensis and A. madurae, a high
expression of the MRC1 receptor was detected which was increased from the first
hours of infection with both strains, with respect to the CR3 receptor, we found that
the neutrophils expressed a discreet way in early times of infection.

CONCLUSION: Neutrophils infected with N. brasiliensis and A. madurae on express
the mannose receptor MRC1,; however, the levels of expression of complement recep-

tor CR3 are low.

KEYWORDS: Mycetoma,; Actinomycetoma; Actinomycetes; Nocardia brasiliensis;

CR3 receptor, Mannose receptor.

ANTECEDENTES

Las infecciones de la piel son causadas por
diversos patégenos, como virus, hongos y bac-
terias. Entre las enfermedades de la piel estd
el micetoma que puede ser de origen flingico
(eumicetoma) o de origen bacteriano (actino-
micetoma)."? En el mundo 60% de los casos
de micetoma reportados corresponde a actino-
micetoma y el 40% restante a eumicetomas;?
la situacién epidemioldgica en América Latina
es diferente, en México, por ejemplo, mas de
98% de los casos reportados se clasifican como
actinomicetoma y menos de 2%, como Nocardia
brasiliensis, con mas de 85% de los casos que
se reportan anualmente y en menor nimero
Actinomadura madurae con menos de 10% de
casos anuales diagnosticados.**

Ambos microorganismos son saproéfitos del suelo
y la via de entrada al humano es a través de trau-
matismos con instrumentos de labranza, piedras,
lefa y espinas. Después de la penetracién se
desarrolla una lesion tipica que se caracteriza
por contener al interior microcolonias del agen-
te causal rodeado de abundante infiltrado de
neutrdfilos y escasos monocitos/macréfagos.>©

Las células mas estudiadas en estos procesos
infecciosos, sin duda, han sido los macréfagos

y los linfocitos TCD4+ residentes en la piel; sin
embargo, recientemente se intent6 esclarecer la
participacion de algunas otras estirpes que parti-
cipan en el contacto directo con el patégeno, tal
es el caso de los queratinocitos y los neutrofilos.”

Los neutréfilos son células capaces de producir
bajo circunstancias de infeccion, intermediarios
de la respuesta inmunitaria innata, como citoci-
nas proinflamatorias, péptidos antimicrobianos,
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno,
entre otras moléculas;® ademads, estan provistos
de un repertorio amplio de receptores que les
sirven para reconocer bacterias, virus y hongos,
entre los que destacan los receptores tipo Toll
(TLR), los receptores tipo NOD (NLR), los re-
ceptores tipo scavenger, el receptor de manosa
y el receptor de complemento CR3.° Respecto a
estos dos Gltimos, el receptor de manosa reco-
noce estructuras presentes en las glucoproteinas
y glucolipidos de las bacterias, el receptor de
complemento CR3 participa en la activacién
del sistema de complemento, mecanismo que
utilizan las células fagociticas para el control de
los patégenos.'*™"

El objetivo de este trabajo fue evaluar la ex-
presion de los receptores manosa MRC1 y de
complemento CR3 en neutr6filos humanos in-
fectados con N. brasiliensis y A. madurae.
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MATERIAL Y METODO
Obtencion de neutréfilos de sangre periférica

Estudio experimental efectuado de junio a di-
ciembre de 2017 en el que se utilizaron 20 mL
de sangre venosa de sujetos clinicamente sanos,
adicionada con citrato de sodio. En un tubo
cénico se colocaron 5 mL de Polymorphprep™
(AXIS-SHIELD PoC AS) y se le adicionaron 5 mL de
la sangre total, se centrifug6 a 1500 rpm durante
una hora a 18-22°C. Las células se lavaron con
3 mL de solucién de Alsever y se resuspendieron
en 3.5 mL de medio RPMI 1640/glutamina suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino (Gibco/
Thermo Fisher Scientific) y anticoagulante. Para
corroborar la viabilidad de las células, se contaron
en camara de Neubauer con azul tripano a 0.4%.

Bacterias

Para este estudio se utilizaron dos cepas de ac-
tinomicetos de referencia: N. brasiliensis CECT
3052 y A. madurae CECT 3043. Ambas se sem-
braron en agar Sabouraud (Becton-Dickinson) e
incubaron a 37°C por 24 h. De ambas cepas se
realizaron suspensiones bacterianas y se ajusta-
ron al tubo ndm. 1 del nefelémetro de McFarland
(300 x 10® UFC/mL).

Infeccion celular

Se utilizaron 400,000 neutrdfilos para cada tiem-
po de infeccién. Las células se lavaron dos veces
con PBS 1X para eliminar el suero del medio de
cultivo y se infectaron con una suspension de
una MOI 10:1 durante 2 h, pasado ese tiempo
las células se lavaron con PBS 1X tres veces y
se trataron por una hora con una solucién de
amikacina 80 pg/mL para eliminar las bacterias
extracelulares. Pasado ese tiempo las células
nuevamente se lavaron con PBS 1X tres veces.
A partir de este paso se tomaron los tiempos de
1,2, 3, 4y 5 horas posinfeccion.

Dermatologia

Aislamiento de ARNm y retrotranscipcion

Después de realizar la infeccién como se descri-
bi6 en el apartado anterior, las células de cada
tiempo posinfeccién se trataron con 500 pL
de TRIzol (ThermoScientific) para realizar la
extraccion de ARN total por precipitacién con
isopropanol siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. EI ARN total purificado se traté con DNAsa
Il (ThermoScientific) para evitar contaminacion
con ADN gendmico. Para la retrotranscripcion
(RT) del ARN se usaron 3 pg de ARN total, al que
se le adicionaron 0.5 pg de oligo (dT, ThermoS-
cientific) y se incubaron a 70°C por 10 minutos.
El Master Mix para la retrotranscripcion se pre-
paré con 1X single stranded buffer; 0.5 mM de
DTT, 500 mM de cada desoxinucleétido trifos-
fato (ANTP, Invitrogen) y 200 U de transcriptasa
reversa MMLV (ThermoScientific). Las reacciones
de retrotranscripcién se incubaron a 42°C por
una hora. Después de la formacién de cDNA,
que fue almacenado a -20°C hasta su uso.

PCR cuantitativa (QPCR)

Se prepararon mezclas de reaccién usando un
Master Mix con 1.5 mM de MgCl, (Ampligon II),
Eva Green (Biotium) como fluorocromo y ROX
(Sigma-Aldrich) como colorante de referencia, a
esta mezcla se le adicionaron los iniciadores es-
pecificos para cada gen: para el caso del receptor
de manosa se usaron los iniciadores (MRC1), Fwd
5-AACAGTCAGTCAAGCCCAGG-3 y Rev 5 AA-
AGGACAGACCAGTACAATTCAG-3". Para el caso
del receptor CR3 del complemento se usaron losini-
ciadores Fwd5"-TGCTGCTGCTCAGGACAGAT-3"
Rev 5'-TGTTCTTTGTCTCATTGAAGACGGC-3~
y para el caso de actina se usaron los siguientes
iniciadores Fwd 5-CCAACCGCGAGAAGAT-
GA-3” y Rev 5" TCCATCACGATGCCAGTG-3".
Una vez preparada la mezcla de reaccién se
adicionaron 20 pg de cDNA de cada tiempo a
evaluar. Los genes se amplificaron de la siguiente
manera: 15 s de desnaturalizacion a 95°C, 30 s
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de alineamiento a 58°C y 15 s de extension a
72°C por 35 ciclos utilizando un equipo de PCR
en tiempo real Step One plus (Applied Biosys-
tems). Se utilizé el método de andlisis ddCT para
la cuantificacién relativa utilizando el programa
computacional Step One V2.3. Los valores de
expresion relativa de cada tiempo posinfeccion
se compararon con los valores de expresion de
cada gen en las células sin infectar (control), en
todos los casos los valores se normalizaron con
la expresion del gen endégeno actina.

Microscopia confocal

Se realizaron suspensiones de neutréfilos con
40 mil células para cada tiempo de infeccion en
placas de 24 pozos con cubreobjetos estériles,
se infectaron con las suspensiones bacterianas
a una MOI de 10:1, como se describié ante-
riormente. Después de la infeccién, las células
se lavaron tres veces con PBS 1X y se fijaron
con una solucién de paraformaldehido a 4%
durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Pasado el tiempo de fijacion las células adheri-
das al cubreobjetos se lavaron con PBS 1X tres
veces. Para la determinacién de la expresion de
los receptores, las preparaciones se incubaron
con los anticuerpos monoclonales especificos:
IgG anti MRC1 (ABCAM, catdlogo ab64693)
y con IgG anti CD11b (CR3) human (ABCAM
catdlogo ab187537) durante 2 horas a 37°C,
posteriormente se lavaron cinco veces con PBS
y se incubaron durante 90 minutos a 37°C con
los anticuerpos secundarios marcados con los
fluorocromos FITC (ABCAM catalogo ab6717) o
TRITC (ABCAM catélogo ab6718). El exceso de
anticuerpo secundario se eliminé lavando los
cubreobjetos cinco veces con PBS 1X; después
del Gltimo lavado las preparaciones se montaron
en portaobjetos usando Vectashield-DAPI (Vector
Labs) como medio de montaje y se analizaron las
sefiales de fluorescencia en un sistema de esca-
neo confocal (LSM5 Pascal, Zeiss). La medicion
de la intensidad media de fluorescencia de los
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receptores de MRCT1 y CR3 en cada tiempo posin-
feccién se realizo utilizando el programa LSM5
Pascal Zeiss contando 50 células por campo. La
intensidad en la expresién de cada receptor se
calculé utilizando como referencia la expresion
basal en las células sin infectar (control).

Analisis estadistico

Todos los valores numéricos se presentan como
promedio de tres experimentos independientes,
para evaluar significacion estadistica se compa-
raron los valores de los tiempos posinfeccion
contra los valores de las células sin infectar a
través de la prueba para datos no paramétricos
U de Mann-Whitney-Wilcoxon. Los valores p se
consideraron de la siguiente manera: *p < 0.05;
**p < 0.005 y ***p < 0.0005.

RESULTADOS

En este trabajo se evalud la sobreexpresion de
los receptores de manosa MRC1 y del comple-
mento CR3 en neutréfilos humanos infectados
con N. brasiliensis y A. madurae. Respecto a la
expresion del gen que codifica para la expresion
del receptor de manosa, se detecté una ligera
expresion a nivel basal (control sin infectar) que
aumenté cuando los neutréfilos son infectados
con ambas cepas de actinomicetos (aumento
estadisticamente significativo). Figura 1A'y C

Esta expresion alcanza un pico maximo a las 4
horas posinfeccién con ambas cepas y posterior-
mente disminuye significativamente. Los niveles
de expresion del receptor de complemento CR3
de manera basal son bajos (células sin infectar) y
se observa un aumento discreto en la expresion
del ARNm de este receptor cuando las células
son infectadas con N. brasiliensis (Figura 1B) y
con A. madurae (Figura 1D).

Estos aumentos en la expresion de los receptores
se corroboraron por microscopia confocal y las
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Figura 1. Expresion del ARNm de los receptores MRC1 y CR3 en neutrdfilos infectados con actinomicetos. La
expresion del ARNm de ambos receptores se evalué por qPCR. A. Expresion del receptor de manosa en neutréfilos
infectados con N. brasiliensis. B. Expresion del receptor de manosa en neutréfilos infectados con A. madurae.
C. Expresion del receptor de CR3 en neutrdfilos infectados con N. brasiliensis. D. Expresion del receptor CR3
en neutréfilos infectados con A. madurae. Los datos se presentan como la media de tres experimentos indepen-

dientes. *p < 0.05; **p < 0.005. MOI: 10:1.

imdagenes de fluorescencia muestran la misma
tendencia que los resultados de expresion de
ARNmMm, en el caso de la deteccion de los recep-
tores en superficie de las células se observa un
claro aumento del receptor de manosa con am-
bas cepas (Figura 2A y C) y un discreto aumento
del receptor CR3 (Figura 2B y D).

Para cuantificar la expresion de estos receptores
se utilizé una medicion de intensidad media de
fluorescencia (IMF) donde se corroboré que el

receptor de manosa alcanza niveles mucho més
elevados en los neutréfilos infectados con ambas
cepas (Figura 3A); en contraste con el receptor
CR3 de complemento que, a pesar de observarse
tendencia en aumento, los niveles de sobreex-
presion son discretos (Figura 3B).

DISCUSION

En la piel participan diferentes estirpes celulares
en el control de los procesos infecciosos, dentro
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Figura 2. Expresion de los receptores MRC1 y CR3 en neutrdfilos infectados con actinomicetos. La expresion
de ambos receptores se evalué por microscopia confocal. A. Expresién del receptor de manosa (MRC1) en
neutrofilos infectados con N. brasiliensis. B. Expresion del receptor de CR3 en neutrdfilos infectados con N. bra-
siliensis. C. Expresion del receptor de manosa (MRC1) en neutrdfilos infectados con A. madurae. D. Expresion
del receptor CR3 en neutrdfilos infectados con A. madurae. MOI 10:1. El color verde representa el receptor
MRCT1 (FITC), el color rojo representa al receptor de complemento CR3 (Rho) y el color azul marca el nicleo

de las células (DAPI).

de las células mas activas se encuentran las células
dendriticas, macréfagos, linfocitos TCD4+ resi-
dentes de piel, esosinéfilos y neutrofilos.'>'3 Los
neutréfilos tienen mecanismos bastante conocidos
que utilizan para reconocer y eliminar patégenos,
como es el caso de la fagocitosis,' y expresan
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs),
como los receptores tipo Toll (TLR), receptores
NOD, entre otros y producen efectores de la
respuesta innata, como quimiocinas, citocinas y
péptidos antimicrobianos.” Respecto a procesos
infecciosos se sabe que participan en la elimi-
nacién de patégenos, como es el caso de Listeria
monocytogenes 'y Mycobacterium tuberculosis.'*"

Debido a que los neutréfilos se encuentran en al-
tas proporciones en las lesiones de los pacientes
con actinomicetomas,*® es importante conocer
el papel que juegan en el reconocimiento vy el
posterior control de la infeccién, por lo que en
este trabajo se analiz6 la expresién de dos recep-
tores, manosa MRC1 y complemento CR3, que
en estirpes como macréfagos se han descrito su
sobreexpresion y actividad en el reconocimiento
de patégenos y la activacion celular por diferen-
tes mecanismos.

Los resultados experimentales de este estudio
sugieren que los neutréfilos infectados con
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Figura 3. Valores de intensidad media de fluorescencia de la expresion de los receptores de MRC1 y CR3 en
neutréfilos infectados con actinomicetos. Los valores numéricos que representan la media del calculo de la
IMF/200 células. A. Andlisis de la IMF del receptor de manosa MRC1 en neutréfilos infectados con N. brasi-
liensis y A. madurae. B. Analisis de la IMF del receptor de complemento CR3 en neutrdfilos infectados con

N. brasiliensis y A. madurae.
*p <0.05; ** p <0.005.

N. brasiliensis y A. madurae aumentan de manera
intensa la expresion del receptor de manosa;
sin embargo, estas células expresan de manera
discreta el receptor CR3 de complemento, bajo
las mismas condiciones de infeccién.

El receptor de manosa es un receptor que par-
ticipa en la captacién de bacterias patégenas
y no patégenas por macrofagos activados,'® y
en neutréfilos se ha descrito como mediador
de respuestas inmunolégicas en fenémenos
infecciosos, por ejemplo con Paracoccidioides
brasiliensis, en este evento los neutréfilos cap-
tan al hongo a través del receptor de manosa (y
otros receptores) y producen altas cantidades
de IL-12, IL-10,' estas citocinas se consideran
moduladoras de la respuesta inmunitaria debido
a que IL-12 en etapas tardias de la infeccién
activa células NK que son productoras de INF,
citocina que promueve un ambiente inflamatorio
que ayuda a la eliminacién del hongo.

En el caso del receptor CR3 se ha descrito
que los neutréfilos expresan este receptor de
manera basal y que, ademds de usarlo para el
reconocimiento de patégenos opsonizados, este
receptor activa uno de los mecanismos efectivos
en el control de las infecciones que es el com-
plemento, como es el caso de la infeccién por
Cryptococcous neoformans,'*?° ademas, se sabe
que en los neutrdfilos este receptor también se
une a ICAMT, que es una molécula de adhesion
que se encuentra en los endotelios y que facilita
el fenémeno de diapédesis.”'

El aumento en la expresion de estos recepto-
res, sugiere que podrian estar implicados en el
reconocimiento de los actinomicetos por los
neutréfilos y, por ende, en la activacién de la
célula, ya sea de manera directa por el receptor
MRC1 que reconoce glucoproteinas y gluco-
lipidos de la pared de los actinomicetos, o de
bacterias opsonizadas para el caso del recono-
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cimiento a través del receptor CR3, por lo que
valdria la pena evaluar en etapas posteriores la
funcionalidad de ambos receptores y la conse-
cuencia biolégica de su expresion.

CONCLUSION

Los neutrdfilos infectados con N. brasiliensis y
A. madurae sobreexpresan el receptor de manosa
MRCT; sin embargo, los niveles de expresion del
receptor de complemento CR3 son bajos.
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