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Presencia de la enzima B-glucuronidasa
de neutrofilos en pacientes con
esporotricosis

Presence of the enzyme B-glucuronidase of
neutrophils in patients with sporotrichosis.
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Resumen

ANTECEDENTES: La esporotricosis es una infeccion fingica crénica causada por el
complejo Sporothrix schenckii; en la histopatologia muestra granulomas supurativos,
tuberculoides o de cuerpo extrano, formados por histiocitos que rodean un drea cen-
tral de neutréfilos que contribuyen en el sistema de inmunidad inespecifica, en estas
células se encuentra la enzima B-glucuronidasa que cataliza la descomposicién de
los carbohidratos complejos, hidrolizando los residuos de acido B-D-glucurénico del
extremo no reductor de los mucopolisacaridos.

OBJETIVO: Determinar la existencia de la enzima B-glucuronidasa proveniente de
neutréfilos en cortes histolégicos de siete pacientes diagnosticados con esporotricosis
por el departamento de Dermatologia y Micologia del Hospital General Manuel Gea
Gonzélez de la Secretaria de Salud.

MATERIAL Y METODO: Estudio prospectivo efectuado de enero a diciembre de 2019
en el que se utilizaron siete estudios histopatolégicos y se efectuaron tres cortes por
muestra, para la realizacién de las técnicas: hematoxilina-eosina, PAS y para el marcaje
de B-glucuronidasa; se utilizé el paquete comercial Cell and Tissue Staining Kit, Goat
Kit HRP-AEC System (catalogo nimero CTS009) R&D Systems, y el anticuerpo primario
fue 1gG policlonal anti- B-glucuronidasa humana hecho en cabra por los laboratorios
Santa Cruz Biotechnology.

RESULTADOS: Se encontr6 B-glucuronidasa adherida a las levaduras de Sporothrix

sp, previamente observadas por la reaccién de PAS en todos los cortes estudiados. " Laboratorio de Inmunobiologfa.

Departamento de Sistemas Bioldgicos,
CONCLUSIONES: Se encontr6 B-glucuronidasa proveniente de polimorfonucleares Universidad Auténoma Metropolitana
neutr6filos, adherida en la pared celular de las levaduras presentes en los cortes his- Unidad Xochimilco, Ciudad de México.
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tolégicos de los siete pacientes con esporotricosis.

Abstract

BACKGROUND: Sporotrichosis is a chronic fungal infection caused by the Sporothrix Recibido: enero 2020
schenckii complex, characterized by a suppurative, tuberculoid or foreign body granulo- Aceptado: marzo 2020

mas, formed by histiocytes that surround a central area of neutrophils that contribute to

the nonspecific immunity system, in these cells it is found the enzyme p-glucuronidase Correspondencia

that catalyzes the breakdown of complex carbohydrates, hydrolyzing f-D-glucuronic Alejandro Palma Ramos
acid residues from the non-reducing end of mucopolysaccharides. alpalma@correo.xoc.uam.mx

OBJECTIVE: To determine the presence of the enzyme p-glucuronidase from neutrophils
in histological sections of biopsies of seven patients diagnosed with sporotrichosis by
the Dermatology and Mycology Department at Manuel Gea Gonzalez General Hospital
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MATERIAL AND METHOD: A prospective study done from January to December B-glucuronidasa de neutréfilos en
2019 in which seven patient histopathological samples were used and three cuts per pacientes con esporotricosis. Dermatol
sample were made for the performance of the techniques: HE, PAS and for the label- Rev Mex. 2020; 64 (6): 643-649.
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ing of B-glucuronidase; the commercial package Cell and Tissue Staining Kit, Goat Kit
HRP-AEC System was used (catalog number CTS009) R&D Systems, and the primary
antibody was goat human anti-f-glucuronidase polyclonal IgC by the Santa Cruz

Biotechnology laboratories.

RESULTS: It was found the presence of p-glucuronidase adhered to the yeasts of Spo-
rothrix sp, previously observed by the PAS reaction in all the samples.

CONCLUSIONS: We found p-glucuronidase from neutrophil polymorphonuclear,
adhered to the cell wall of the yeasts present in the histological sections of the seven

patients with sporotrichosis.

KEYWORDS: Sporothrix schenkii; Cutaneous sporotrichosis; f-glucuronidase.

ANTECEDENTES

La esporotricosis es la micosis subcutdnea mas
comin en México. Por lo general, se adquiere
por inoculacién traumatica, a través de heridas
o por inhalacién de esporas a través de las vias
respiratorias superiores y es causada por especies
del complejo Sporothrix schenckii.! También se ha
reportado la transmisién zoondtica en lesiones
por arafiazos, mordeduras de gatos o armadillos.?
Aproximadamente 10 a 62% de los pacientes
relacionan la infecciéon con un traumatismo pe-
netrante reciente con espinas de plantas, astillas
de madera o material organico contaminado.?
La diseminacién a estructuras osteoarticulares
y visceras es poco comin y parece ocurrir con
mayor frecuencia en pacientes con anteceden-
tes de abuso de alcohol o inmunosupresion,
especialmente pacientes con SIDA.* Sporothrix
schenckii en su pared celular tiene dos antigenos
(ramno-mananas), formados por un glucopéptido
constituido por una fraccién polisacarida con
manosa, galactosa, glucosa y L-ramnosa y una
fraccion peptidica que esta compuesta por treo-
nina, serina, acido aspartico y acido glutamico.
Se ha propuesto que la fraccién polisacarida es
la responsable de la antigenecidad.>®

Los hallazgos histopatolégicos de la esporotrico-
sis son: granulomas supurativos con neutrdfilos,
histiocitos y células gigantes, rodeadas por lin-
focitos y plasmocitos.” Los neutréfilos estan en

la primera linea de defensa contra infecciones,
trabajan principalmente a través de la fagocitosis
de moléculas toxicas, asi como la liberacion de
enzimas que son cada vez mds importantes por
su contribucion a la regulacién en el desarrollo
de la respuesta inmunitaria inflamatoria.® La
degranulacion de los granulos azuréfilos se
realiza una vez que se forma la vacuola fago-
citica durante el proceso de la fagocitosis. La
mieloperoxidasa en los granulos azurdéfilos es
de gran importancia para el correcto funciona-
miento del sistema bactericida dependiente de
oxigeno y junto con esta enzima se encuentran
también en estos granos defensinas y otras en-
zimas, como la B-glucuronidasa, lisozima y la
elastasa, entre otras.’

La B-glucuronidasa humana es miembro de la
familia de enzimas glucosidasas que provocan
la descomposicion de los carbohidratos comple-
jos y catalizan la hidrélisis de los residuos del
acido B-D-glucurénico del extremo no reductor
de los mucopolisacéridos (también conocidos
como glucosaminoglucanos), como el sulfato de
heparan, asi como la hidrdlisis selectiva de los
enlaces beta-glucosidurénicos y los grupos arilo,
acilo o alcohol, degradando paredes celulares
de microorganismos.

El objetivo de este articulo es determinar la exis-
tencia de la enzima p-glucuronidasa proveniente
de neutrdfilos en cortes histolégicos de biopsias
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de pacientes con esporotricosis diagnosticados
por el departamento de Dermatologia y Micolo-
gia del Hospital General Manuel Gea Gonzalez
de la Secretaria de Salud.

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo efectuado de enero a di-
ciembre de 2019 en el que se utilizaron siete
bloques de parafina con tejido de pacientes
con diagnéstico de esporotricosis, atendidos en
el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonziélez.
Se realizaron tres cortes por muestra, uno para
la realizacién de la tincién con hematoxilina
y eosina (H y E), otro para la técnica de acido
peryodico de Shiff (PAS) y el tercero para el
marcaje de B-glucuronidasa.

Técnica para la tincién con
hematoxilina-eosina™

Con el tejido ya desparafinado, colorear con
hematoxilina de Harris durante un minuto y
lavar; posteriormente, diferenciar con alcohol-
acido, lavar y virar con agua amoniacal; luego,
lavar nuevamente, colorear con eosina durante
30 segundos, deshidratar y montar.

Técnica para la tincion de acido peryédico-
Schiff (PAS)"

Las muestras se desparafinan y tratan con acido
peryédico a 0.6% durante 10 minutos; se la-
van, secan y se agrega reactivo de Schiff por 15
minutos en la oscuridad; después se lavan con
agua sulfurosa y con agua destilada. Se colorean
con hematoxilina de Harris uno o dos minutos
y luego se lavan, se adiciona amarillo de metilo
durante tres minutos, se lavan con agua acidula-
da y destilada. Se deshidratan y montan.

Las estructuras y compuestos PAS positivos (po-
lisacaridos) se observan de color rosa.
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Marcaje por inmunohistoquimica para la
deteccion de B-glucuronidasa in situ

Se utilizé el anticuerpo anti-B-glucuronidasa
humana hecho en cabra, la interaccion se
revel6 utilizando el paquete comercial (Cell
and Tissue Staining Kit, Goat Kit, HRP-AEC
System by R&D Minneapolis, Mn, USA Cat
No. CTS009): Desparafinar y dejar la muestra
durante cinco minutos con una a tres gotas de
bloqueador de peroxidasa, lavar con PBS duran-
te cinco minutos, incubar con una a tres gotas
de bloqueador de suero durante 15 minutos,
incubar con una a tres gotas de bloqueador de
avidina durante 15 minutos, lavar, incubar con
una a tres gotas de bloqueador de biotina duran-
te 15 minutos, lavar, incubar con el anticuerpo
primario (anti-B-glucuronidasa humana hecho
en cabra), a una concentracién 1:50, durante
30 minutos a 37°C y posteriormente refrigerar
durante 24 horas, lavar tres veces, incubar
con una a tres gotas de anticuerpo secundario
anti-cabra biotinizado (865003) durante 60
minutos, lavar, Incubar con una a tres gotas de
HSS-HRP (conjugado de estreptavidina) durante
30 minutos, lavar, adicionar el cromégeno AEC
(3-amino-9-etilcarbazol) necesario (de 100-
200 pl), durante 20 minutos, lavar, colocar
hematoxilina de Mayer y montar con solucién
acuosa de montaje.

RESULTADOS

Se obtuvieron 21 laminillas de las 7 muestras, el
diagnéstico histopatolégico de esporotricosis se
efectué mediante las técnicas de hematoxilina-
eosina y PAS al observar las levaduras en los
tejidos de los pacientes.

Se presentaron los patrones granulomatosos
descritos en todos los casos y la existencia de
levaduras tefiidas con PAS en todas las muestras
(Figuras 1y 2).
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Figura 1. Levaduras de Sporothrix sp en tejido de
paciente observadas por la técnica de hematoxilina
eosina a 40x.

Figura 2. Levaduras en color rosa de Sporothrix sp
en tejido de paciente, observadas por la técnica de
PAS a 40x.

Se realizé la técnica inmunohistoquimica para
la deteccion de B-glucuronidasa, en las muestras
que resultaron positivas al encontrarse levaduras
de Sporotrix schenckii observadas por la técnica
de PAS.

2020; 64 (6)

La coloracion roja muestra la existencia de
B-glucuronidasa ya que se usé la técnica de
avidina-biotina y peroxidasa (Figura 3).

Se observé la enzima B-glucuronidasa adherida
a las levaduras de Sporothrix schenckii, presen-
tes en todos los pacientes diagnosticados con
esporotricosis estudiados. Esta observacion de-
muestra la capacidad de este hongo para activar
la respuesta inmunitaria innata.

DISCUSION

La esporotricosis es una micosis que afecta a
huéspedes mamiferos, incluidos los seres hu-
manos, y es causada por especies patégenas de
género Sporothrix.” Estos organismos tienen la
capacidad de sufrir dimorfismo, pasando de un
moho que crece en el ambiente a levaduras al
infectar tejidos del huésped.' La forma cutdnea
es la mas frecuente y clasica después de una o
dos semanas de la inoculacién del hongo."

Ante la sospecha diagnéstica de una lesién por
esporotricosis, el abordaje es: la biopsia de la
lesion se divide en dos fragmentos: uno se utiliza
para el cultivo y el otro se fija en formaldehido
al 10% para ser procesada en el laboratorio de
histologia, el resultado se obtiene cuando el
patélogo examina meticulosamente los cortes te-
fiidos con hematoxilina-eosina, acido-peryddico
de Schiff (PAS) y metenamina plata de Gomori
(GQ). La primera técnica es util para valorar la
respuesta inflamatoria supurativa y granulomato-
sa con pequefios cimulos de polimorfonucleares
neutréfilos, rodeados por células epitelioides,
linfocitos y células gigantes multinucleadas.”®

Los neutréfilos constituyen 60 a 70% de todos
los leucocitos en sangre periférica y algunos
estan presentes en el tejido conectivo; segin la
morfologia del nicleo se distinguen dos tipos:
células en banda y células segmentadas; las
primeras son neutréfilos jévenes, cuyo nicleo
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Figura 3. B-glucuronidasa en siete pacientes diagnosticados con esporotricosis cutanea.

estd indentado; en las segundas, formas maduras,
se observa el nicleo constituido por un nimero
de [6bulos que varia entre 2 y 5, conectados por
finos filamentos de cromatina. Tienen diametro
aproximado de 10-20 mm y se distinguen por

presentar un ndcleo multilobulado visible al
microscopio éptico con tincién Giemsa. Los neu-
tréfilos no tienen nucléolo y no pueden dividirse
ni diferenciarse. En el citoplasma contienen gran
nimero de granulos. Hay tres tipos de granulos
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que pueden distinguirse por los distintos com-
ponentes que contienen.'” Nombrados por el
orden de aparicion en las células progenitoras
de la médula ésea son los siguientes: prima-
rios o azurdfilos, secundarios o secretorios o
especificos y terciarios. Los granulos primarios
o azurdfilos son lisosomas que contienen las
enzimas necesarias para la digestién intracelular
y diversos compuestos con actividad bactericida
(fosfatasa acida, arilsulfatasa, B-galactosidasa,
B-glucuronidasa, lisozima, mieloperoxidasa,
proteinas catidnicas), los granulos secundarios o
especificos contienen lisozima, proteasas neutras
[colagenasal), fosfatasa alcalina y lactoferrina.y,
por dltimo, los granulos terciarios o de gelatina-
sa. La funcién primordial de los neutréfilos es la
defensa del huésped, especificamente la fagoci-
tosis y destruccion de los agentes patégenos en
los tejidos. La célula responde a estimulos qui-
miotacticos generados en el tejido afectado que
inducen la adherencia a las células endoteliales
y diapédesis a través de la pared de los vasos de
la microcirculacion hacia el lugar de la lesién,
donde intentard destruir al agente causante de
ésta. Por eso, el proceso de acumulacion de los
neutréfilos en los tejidos para la defensa del
huésped es esencial para la supervivencia.'® Esto
explicaria la formacion de granulomas supura-
tivos, compuestos en el centro por neutréfilos
que rodean al agente patégeno, en este caso la
levadura de Sporothrix.

La B-glucuronidasa es una enzima responsable
de la degradacion de glucosaminoglucanos,™
ya que la pared celular de Sporothrix schenckii
tiene dos antigenos (ramno-mananas); uno pro-
viene de la fase micelial y el otro de la fase de
levadura, formados por un glucopéptido consti-
tuido por una fraccién polisacarida con manosa,
galactosa, glucosa y L-ramnosa y que también
hay existencia de quitina perteneciente al grupo
de los glucosaminoglicanos, la B-glucuronidasa
actta degradando la pared de la levadura pro-
vocando su lisis.

2020; 64 (6)

Como el objetivo de este trabajo fue determinar
la existencia de la enzima B-glucuronidasa pro-
veniente de neutréfilos en cortes histologicos de
biopsias de pacientes con esporotricosis, pudi-
mos demostrar esta enzima unida a las levaduras
en los cortes de todos los pacientes estudiados;
por lo que inferimos que la finalidad de la exis-
tencia de esta enzima es destruir la pared celular
y ayudar a eliminar al agente patégeno. Esta ob-
servacion demuestra la capacidad de este hongo
para activar la respuesta inmunitaria innata.

CONCLUSION

Se encontré B-glucuronidasa proveniente de
polimorfonucleares neutréfilos, adherida en la
pared celular de las levaduras presentes en los
cortes histolégicos de los siete pacientes con
esporotricosis.
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Dermatologia Comunitaria México AC

Comunica con mucho agrado a todos los interesados, la apertura de su pagina web que pone
a su disposicion en la direccion: dermatologiacomunitaria.org.mx

Nuestro objetivo es dar a conocer: quiénes somos, nuestra historia desde los inicios, las
etapas por las que hemos atravesado, quiénes han participado en nuestras actividades,
las instituciones que nos han apoyado. Cual es nuestra vision y razén de ser, entre lo que
destaca la atencion dermatolégica a los grupos marginados, la ensenanza constante de la
dermatologia basica al personal de salud del primer nivel de atencién en las areas remotas y
la investigacion. Aunque los problemas dermatolégicos no son prioritarios por su letalidad,
si lo son por su enorme frecuencia y la severa afectacion en la calidad de vida de los que
los padecen.

Les mostramos la estructura de nuestros cursos y cémo los Ilevamos a cabo.

La seccion de noticias comparte con los interesados nuestro quehacer mes con mes vy el
programa anual tiene como objetivo invitarlos a participar en nuestras actividades.

Desde enero de este afio esta funcionando el Centro Dermatolégico Ramoén Ruiz Maldonado
para personas de escasos recursos y para recibir a los pacientes afectados por las asi llamadas
enfermedades descuidadas neglectas, que nos envia el personal de salud que trabaja en las
areas remotas. Se encuentra ubicado temporalmente en el Fraccionamiento Costa Azul del
puerto de Acapulco.

Con un profundo sentido de amistad y reconocimiento le hemos dado este nombre para
honrar la memoria de quien fuera uno de los dermatélogos mas brillantes de nuestro pais,
que alcanzo reconocimiento nacional e internacional. Ademas de haber alentado nuestras
actividades particip6, acompanado de su familia, en muchas de nuestras jornadas en las
comunidades.

En la seccion “Contacto” esperamos sus comentarios y sugerencias.
Dr. Roberto Estrada Castaiion
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