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Resumen

OBJETIVO: Identificar las poblaciones de linfocitos CD161+ productores de IL-17A
(Th17) en células inflamatorias de actinomicetomas por Nocardia brasiliensis y Acti-
nomadura madurae.

MATERIALES Y METODOS: Estudio prospectivo efectuado de enero a diciembre de 2020
de las células CD161+ en el que se utilizaron cortes de muestras de 8 pacientes con
micetoma del Hospital General Manuel Gea Gonzalez, Ciudad de México, una muestra
por Actinomadura madurae y 7 por Nocardlia brasiliensis. Para las células productoras de
IL-17A se obtuvieron 9 muestras, 7 por N. brasiliensis y 2 por A. madurae, a las cuales
se les efectuaron dos cortes, uno para hematoxilina eosina y el otro para el marcaje.

RESULTADOS: Se encontraron un promedio de 4 células CD161+en los actinomice-
tomas por N. brasiliensis y 16 células en los producidos por A. madurae. El 29% de los
actinomicetomas por N. brasiliensis mostr6é abundante nimero de células productoras
de IL-17A en la zona Il. Para A. madurae se observaron en las muestras abundantes
células productoras de IL-17A en la misma zona.

CONCLUSIONES: Se encontré baja presencia de células CD161+ productoras de IL-
17A (Th17) en los actinomicetomas; sin embargo, puede apreciarse a esta citocina en
alta concentracion en la zona Il en la respuesta inflamatoria de la lesién, por lo que la
existencia de IL-17A puede provenir de otras células.

PALABRAS CLAVE: IL-17; actinomicetoma; Nocardia brasiliensis; Actinomadura
madurae.

Abstract

OBJECTIVE: To identify the populations of CD161+ lymphocytes producing IL-17A
(Th17) in inflammatory cells of actinomycetomas caused by Nocardia brasiliensis and
Actinomadura madurae.

MATERIALS AND METHODS: A prospective study done from January to December
2020 of CD161+ cells, sections of samples from 8 patients diagnosed with mycetoma
at by the Manuel Gea Gonzalez General Hospital, Mexico City, one sample for Actino-
madura madurae and 7 samples for Nocardia brasiliensis were studied. For the IL-17A
producing cells, 9 samples were obtained, 7 due to Nocardia brasiliensis and 2 due to
Actinomadura madurae, from which two sections were made, one for the hematoxylin-
eosin technique and the other for labeling.

www.nietoeditores.com.mx

Dermatologia

Revisto mexicano

! Laboratorio de Inmunobiologia,
Departamento de Sistemas Bioldgicos,
Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad Xochimilco, Ciudad de México.
2 Departamento de Dermatologia.

3 Seccién de Micologia.

Hospital General Manuel Gea Gonzalez,
Secretaria de Salud, Ciudad de México.

Recibido: agosto 2021
Aceptado: diciembre 2021

Correspondencia
Alejandro Palma Ramos
alpalma@correo.xoc.uam.mx

Este articulo debe citarse como:
Palma-Ramos A, Castrillon-Rivera LE,
Castafieda-Sénchez JI, Vega-Memije
E, Arenas-Guzman R. Presencia de
células CD161+ productoras de IL-17A
(Th17) en actinomicetomas por No-
cardia brasiliensis o por Actinomadura
madurae. Dermatol Rev Mex 2022; 66
(3): 341-349.

341



342

Dermatologia Revista mexicana

2022; 66 (3)

RESULTS: An average of 4 CD161+ cells were found in actinomycetomas caused by
Nocardia brasiliensis and 76 cells in those produced by Actinomadura madurae; 29 %
of the Nocardia brasiliensis actinomycetomas presented abundant numbers of IL-17A
producing cells in zone II. For Actinomadura madurae abundant IL-17A producing cells

were present in the two samples in the same area.

CONCLUSIONS: Low presence of CD161+ cells producing IL-17A (Th17) was found
in actinomycetomas; however, this cytokine in high concentration in zone Il can be
see in the inflammatory response of the lesion, so the presence of IL-17A can come

from other cells.

KEYWORDS: IL-17; Actinomycetoma; Nocardia brasiliensis; Actinomadura madurae.

ANTECEDENTES

El micetoma es una infeccién crénica de la piel
y de los tejidos subyacentes con tendencia a
afectar los huesos. Se caracteriza por aumento de
volumen relativamente indoloro y fistulas a través
de las cuales se eliminan granos, constituidos por
filamentos. Los agentes causales son de origen
exogeno y pueden ser hongos (eumicetoma) o
actinomicetales (actinomicetoma).’

En el estudio histopatolégico se observan los
“granos” en medio de un absceso constituido
por leucocitos polimorfonucleares, células
plasmaticas, linfocitos, histiocitos, células gi-
gantes y neoformacién vascular. En una muestra
pueden encontrarse diferentes tipos de reaccion
celular; como la tipo I en la que hay predomi-
nio de polimorfonucleares y algunos linfocitos.
En la periferia de la lesién pueden encontrarse
algunos histiocitos. En la tipo Il hay escasos po-
limorfonucleares, con predominio de histiocitos,
células multinucleares, células gigantes y células
histiociticas del tipo espumoso. En la tipo Il se
refiere a un granuloma epitelioide, compacto,
con presencia de sustancia densa (cemento), en
la periferia se observan células fibroblasticas. Por
lo general, el actinomicetoma muestra una lesion

mas de tipo inflamatorio, que invade los huesos
desde etapas muy tempranas de la infeccién.?

En 1986 Mosmann y Coffman introdujeron el
concepto de diferentes tipos de células T coope-
radoras (Th), que se basa en el tipo de citocina
que producen una vez que han sido estimula-
das, cuando las células T virgenes se activan en
presencia de IL-12 se diferencian hacia células
Th1, las cuales producen IFN-y y activan ma-
crofagos, estas células son las responsables de
la defensa contra patégenos intracelulares. Por
otro lado, en un ambiente rico en IL-4 las células
Th se diferencian hacia células Th2, las cuales
producen IL-4, IL-5 e IL-13 y activan eosindfilos,
siendo responsables contra patégenos extracelu-
lares.>* Recientemente se encontr6 que el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) y laIL-6
en conjunto® desencadenan la produccién de IL-
17A por células T CD4+, y se les conoce como
un tercer subgrupo de células T cooperadoras
[lamadas células Th17.578

Las células Th17 desempefian un papel fun-
damental en la respuesta contra bacterias de
crecimiento extracelular y hongos. Asimismo,
se les ha descrito un efecto proinflamatorio que
les permite hacer un puente entre la inmunidad
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innata y la inmunidad adaptativa. El receptor
CD161+ lectina tipo C se expresa en los lin-
focitos que se encuentran en el intestino y el
higado, asi como en la sangre, especialmente
en las células asesinas naturales (NK), las células
T helper 17 (Th17) y una poblacién de células
T invariantes asociadas con la mucosa (MAIT),
también se expresa en células T CD8*, policlo-
nales, incluidas las poblaciones de antivirales
que muestran un fenotipo de memoria.’

Las células Th17 que producen IL-17A (referido
a menudo como IL-17) actdan sobre células epi-
teliales, endoteliales, fibroblastos, asi como otras
células del sistema inmunitario, activandolas
para que produzcan citocinas proinflamatorias,
como la IL-1, IL-6, TNF-o (factor de necrosis tu-
moral o), quimiocinas, G-CFS (factor estimulante
de colonias de granulocitos), de esta manera su
produccion permite activar una respuesta infla-
matoria local, producir péptidos antimicrobianos
y atraer células al lugar de inflamacién.”' Tam-
bién desempefan un papel importante en las
células mieloides y células mesenquimales. El
efecto final consiste en incrementar la produc-
cién de granulocitos por la médula ésea y atraer
leucocitos hacia el punto de infeccién."

El objetivo de este trabajo es identificar las
poblaciones de linfocitos CD161+ productores
de IL-17A (Th17) en células inflamatorias de
actinomicetomas por Nocardia brasiliensis y
Actinomadura madurae.

MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo efectuado de enero a diciem-
bre de 2020 en el laboratorio de Inmunobiologia
de la Universidad Auténoma Metropolitana,
plantel Xochimilco. Se utilizaron nueve bloques
de parafina con tejido de pacientes con diagnés-
tico de micetoma: 7 por N. brasiliensis y 2 por
A. madurae, atendidos en el Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzdlez, Ciudad de México.

cccccccccccc

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 inmu-
nofluorescencia indirecta para células CD161+
y el tercero para el marcaje in situ para células
productoras de IL-17A.

Estudio de las células CD161+

Se estudiaron cortes de muestras de 8 pacientes
diagnosticados con micetoma por actinomicetos
en el Hospital General Manuel Gea Gonzélez:
una muestra por A. madurae 'y 7 muestras por N.
brasiliensis, mediante la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta. Se efectuaron dos cortes por
muestra, a un corte se le efectud la técnica de
hematoxilina eosina y al segundo la técnica de
inmunofluorescencia indirecta.

Técnica para la tincion 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. Los ntcleos
se ven de color azul y el citoplasma de color
rosa o naranja.

Inmunofluorescencia indirecta para células
CD161+

Las muestras desparafinadas se hidrataron y se
colocaron con PBS 1X (pH 7.4) durante cinco mi-
nutos, se bloquearon con PBS-gelatina (0.05%)
durante cinco minutos y se colocaron con el
anticuerpo IgG anti-CD161+ humano hecho en
raton (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:100
en PBS-gelatina; se incubaron durante una hora
a temperatura ambiente en camara himeda y
posteriormente 24 horas mas a 4°C. Se coloc6
el anticuerpo secundario (IgM, anti-IgG de ratén
hecho en cabra marcado con FITC) [Jackson
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Inmuno Research]. Se incubd a temperatura am-
biente durante dos horas protegido de la luz en
camara himeda, se lavé con PBS 1X cinco veces
y monté en glicerol-PBS (9:1) para su posterior
observacién en microscopio de fluorescencia.

Estudio de células productoras de IL-17A

Se obtuvieron 9 muestras de pacientes con
diagndstico de micetoma por actinomicetos en
el Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez, Ciudad
de México: 7 por Nocardia brasiliensis y 2 por
Actinomadura madurae, a los que se les efec-
tuaron dos cortes por cada una. A un corte se le
efectud la técnica de hematoxilina eosina vy al
segundo el marcaje in situ.

Marcaje in situ para células productoras de
IL-17A

Se utilizé el anticuerpo anti IL-17, G-4 humana
(IgG,,) hecho en ratén, la interaccién se revel6
utilizando el paquete comercial (Cell and Tissue
Staining Kit, mouse Kit, HRP-AEC System by R&D
Minneapolis, Mn, Estados Unidos, Cat ndm.
865001): desparafinar y dejar la muestra durante
cinco minutos con una a tres gotas de bloquea-
dor de peroxidasa, lavar con PBS durante cinco
minutos, incubar con una a tres gotas de blo-
queador 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 durante 15 mi-
nutos, lavar, incubar con el anticuerpo primario
(anti-IL-17, G-4 humana [IgG,,] hecho en rat6n),
a una concentracion 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-IgG de ratén
biotinizado, durante 60 minutos, lavar, incubar
con una a tres gotas de HSS-HRP (conjugado de
estreptavidina) durante 30 minutos, lavar, adicio-
nar el cromégeno AEC (3-amino-9-etilcarbazol)
necesario (de 100-200 L), durante 20 minutos,
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lavar, colocar hematoxilina de Mayer y montar
con solucién acuosa de montaje.

Para demostrar la presencia de la IL-17A en cor-
tes histol6gicos de pacientes diagnosticados con
micetomas por actinomicetos se desparafinaron
y se hidrataron, luego se utiliz6 como anticuer-
po primario el anti IL-17, G-4 humana (IgG,,)
hecho en ratén y el Kit Cell & Tissue Staining
(part. 865001).

Los resultados se analizaron de forma semi-
cuantitativa, se contd el nimero de células
CD161+ presentes en 10 campos observados.
Para determinar las células positivas para el
anticuerpo de la IL-17A, se contabilizé por mi-
Iimetro cuadrado el nimero de células positivas
y se determin6é como una cruz (+) cuando la
presencia de células productoras de IL-17A era
escasa, (++) cuando era regular y (+++) cuando
habia abundantes.

RESULTADOS

El diagndstico se llevé a cabo histol6gicamente
con la observacién de las muestras por la técnica
de hematoxilina-eosina. Figuras 1y 2

Los cortes de actinomicetoma causados por N.
brasiliensis y A. madurae tefidos por hematoxi-
lina-eosina generaron la siguiente informacioén:

En la Figura 1 se muestra el grano de N. brasi-
liensis que tiene forma bilobulada, caracteristica
de los micetomas por este agente causal.

En la Figura 2 se observa el grano de A. madu-
rae con contorno cartografico y es mas afin a la
hematoxilina.

Se estudiaron cortes de biopsias de 8 pacientes
diagnosticados con micetoma por actinomicetos
en el Hospital General Manuel Gea Gonzélez,
uno por A. madurae y 7 por N. brasiliensis,

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v66i3.7775



Palma-Ramos A, et al. Actinomicetomas por N. brasiliensis o A. madurae

Dermatologia

Revisto mexicano

Figura 1. Actinomicetoma por N. brasiliensis. Se mues-
tra el grano arrifionado caracteristico y la respuesta
inflamatoria que lo rodea (HE 40x).

Figura 2. Actinomicetoma por A. madurae. Se obser-
va el grano cartografico caracteristico y la respuesta
inflamatoria que lo rodea (HE 10x).

mediante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta. Figura 3

En el Cuadro 1 se muestran los resultados del nu-
mero de células CD161+ encontradas al observar
10 campos en los actinomicetomas estudiados.

Figura 3. Célula CD161+ en un actinomicetoma por
A. madurae, marcado con el anticuerpo IgG anti-
CD161+ humano hecho en ratén y con IgM anti-IgG
de ratén hecho en cabra marcado con FITC, a 40x.

Cuadro 1. Numero de células CD161+ encontradas en
actinomicetomas causados por N. brasiliensis (n = 7) y A.
madurae (n=1)

. Nam. de células
Agente causal CD161+

1 Nocardia brasiliensis 0
2 Nocardia brasiliensis 9
3 Nocardia brasiliensis 3

4 Nocardia brasiliensis 1

5 Nocardia brasiliensis 4
6 Nocardia brasiliensis 0
7 Nocardia brasiliensis 8
8 Actinomadura madurae 16

Este cuadro muestra el nimero de células presentes
en 10 campos que expresan el marcador CD61* en
actinomicetomas por N. brasiliensis y por A. madurae.

El ndmero de células presentes que expresan el
marcador CD161+ en actinomicetomas por N.
brasiliensis va de 0 a 9, y el promedio de células
CD161+ en actinomicetomas por N. brasiliensis
es de 4 células contadas en 10 campos observa-
dos (Figura 3). Para el caso del actinomicetoma
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por A. madurae es de 16 células contadas en 10
campos observados.

Al estudiar las células productoras de IL-17A en
actinomicetomas por N. brasiliensis encontramos
que en todos los pacientes se observaron células
productoras de IL-17A en las tres zonas que ro-
dean al grano de micetoma. Sin embargo, como
se observa en las Figuras 4 y 5, s6lo dos pacientes
mostraron estas células de forma abundante en
la zona Il. En 5 de los casos se observé escasa
cantidad de estas células en las 3 zonas. En el
paciente 6 se logré observar presencia de IL-17A
dentro del grano. Figura 6

Al realizar el estudio de las células productoras
de IL-17A en actinomicetomas por Actinoma-
dura madurae encontramos abundantes células
en la zona Il de la reaccién inflamatoria. Figuras
7y8

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de la
evaluacién semicuantitativa en donde se opt6
por otorgar una cruz (+) cuando la existencia

§
.

Figura 4. Presencia de células productoras de IL-17A
en la zona Il de la respuesta inflamatoria de un acti-
nomicetoma causado por Nocardia brasiliensis. 40x.

2022; 66 (3)

Figura 5. Marcaje in situ de actinomicetoma por N.
brasiliensis del paciente 4. Se muestran células pro-
ductoras de IL-17A en la zona Il. 40x.

Figura 6. Marcaje in situ de actinomicetoma por N.
brasiliensis del paciente 6. Se observa célula produc-
tora de IL-17A y la citocina presente en el grano del
agente causal. Muestra observada a 10x.

de células productoras de IL-17A era poca,
(++) cuando era regular y (+++) cuando era
abundante.

https://doi.org/10.24245/dermatolrevmex.v66i3.7775
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Figura 7. Marcaje in situ de actinomicetoma por A.
madurae del paciente 8. Se muestran células produc-
toras de IL-17A. 40x.

Figura 8. Marcaje in situ de actinomicetoma por A.
madurae del paciente 8. Se muestran abundantes
células productoras de IL-17A en la zona Il y el grano
caracteristico del agente causal. 10x.

El 29% de los actinomicetomas por N. brasi-
liensis mostr6 abundante ndmero de células
productoras de IL-17A en la zona Il y el 71%
fue de baja a escasa cantidad en las zonas |

y 1.

Dermatologia
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Evaluacién semicuantitativa de la presencia de
células productoras de IL-17A en actinomicetomas por N.
brasiliensis y A. madurae

Células
Paciente Agente causal productoras de
IL-17A
1 Nocardia brasiliensis +
2 Nocardia brasiliensis +++
3 Nocardia brasiliensis +
4 Nocardia brasiliensis +++
5 Nocardia brasiliensis +
6 Nocardia brasiliensis +
7 Nocardia brasiliensis +
8 Actinomadura madurae +++
9 Actinomadura madurae +++

Los actinomicetomas por N.brasiliensis y A. madurae
mostraron abundante nimero de células productoras de
IL-17A en la zona Il.

En los dos casos de actinomicetomas por A.
madurae se observaron abundantes células pro-
ductoras de IL-17A en la zona Il (100%).

DISCUSION

Los granos de micetomas estan rodeados por
tres zonas de células inflamatorias. De acuerdo
con Mahgoub, la zona |, que es la mas cercana
al grano, se compone principalmente de neu-
trofilos. La zona Il consiste principalmente en
macréfagos y la zona Ill contiene linfocitos y
células plasmaticas.” Debido a que la reaccién
inflamatoria que rodea los granos de micetoma
difiere seglin la zona, la existencia de células
productoras de IL-17A también lo hace.™ Por lo
que la existencia de estas células en los actino-
micetomas por N. brasiliensis y por A. madurae
se observé mayormente en la zona II.

La presencia de células que manifiestan el
CD161+y secretan IL-17 nos hace pensar que
son células Th17 y aunque son pocas, estan
presentes en los actinomicetomas y participan
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en la reaccion inflamatoria, hay otras células
que también producen IL-17, pero no expresan
CD161+ y pueden ser células epiteliales, endo-
teliales, fibroblastos, asi como otras células del
sistema inmunitario.'>'®

Es importante resaltar la funcién de los mela-
nocitos como elementos activos en el sistema
inmunitario de la piel que secreta moléculas
de senalizacién' y son capaces de activar a
otras células liberando citocinas, como IL-1q,
IL-2, IL-3, IL-6, IL-10 y TNF-a, quimiocinas
como [L-8 y CCL2, factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), catecolaminas,
eicosanoides, serotonina, factor estimulante
de los melanocitos y 6xido nitrico (NO),'® de
donde el factor de crecimiento transformante
B (TGF-p) y la IL-6 en conjunto desencadenan
la produccion de IL-17A por células T CD4+,
también llamadas Th17, que participan en la
respuesta inflamatoria en el actinomicetoma,
pero de manera no muy abundante, como se
observa en este estudio.

Sin embargo, otras células importantes que tam-
bién participan activamente en la inflamacién
son los queratinocitos que tienen receptores
para estas citocinas y responden de forma impor-
tante liberando mas mediadores inflamatorios,
amplificando la respuesta inmunitaria local y
provocando su cronicidad' que en el caso de
los actinomicetomas juegan un papel importante
y con mayor abundancia.?

En la actualidad, existe evidencia de la presen-
cia de IL-17A en la reaccién inflamatoria en
infecciones por M. mycetomatis, A. pelletieri y
S. somaliensis para los tres agentes causales, la
mayor expresion se observé en la zona | (dentro
del citoplasma de neutrdéfilos) y 1l (dentro del
citoplasma de macrofagos), la menor expresion
se observo en la zona lll (dentro del citoplasma
de linfocitos).’®'” Una respuesta similar a la que
se da en actinomicetomas por N. brasiliensis
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y A. madurae, ya que observamos la mayor
cantidad de células productoras de IL-17A en
la zona II, y mucho menor o muy poca en las
zonas |y Ill.

En el estudio que realiz6 Edward Siddig y co-
laboradores' observaron una relacién con la
cantidad presente de IL-17Ay la extensién y du-
racion de la lesién, observandose mayor IL-17A
en lesiones mas grandes y de mayor duracion.
Esto podria explicar por qué se observa mayor
cantidad de IL-17A en los actinomicetomas por
A. madurae que en los actinomicetomas por N.
brasiliensis.

En este estudio se encontraron células CD161+
productoras de IL-17A en los actinomicetomas,
las cuales se observaron en mayor cantidad en
la zona Il que rodea al grano, lo que nos permite
suponer que el origen de esta citocina no solo
proviene de los linfocitos presentes.

En el actinomicetoma por A. madurae hubo
mayor cantidad de células productoras de IL-
17A, a diferencia de los actinomicetomas por
N. brasiliensis.

Uno de los inconvenientes de nuestro estudio
es que no se tiene conocimiento exacto de la
cronicidad del actinomicetoma en los pacientes,
por lo que no podemos relacionar el tiempo
con la presencia de IL-17A." Sin embargo, se
sabe que a partir del dia 30 de infeccién por
N. brasiliensis la IL-17A comienza a decaer la
concentracién hasta alcanzar concentraciones
muy bajas, a pesar de que la enfermedad es
persistente.’®?° Lo anterior podria explicarse
en un estado de cronicidad de la enfermedad,
donde la bacteria se encuentra en forma latente
dentro de las células fagociticas, rodeadas por
fibras de colagena y linfocitos que forman el
granuloma vy, a falta de estimulo, no se agregan
mas subpoblaciones de linfocitos, en este caso
de los productores de IL-17A.2!
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CONCLUSIONES

Se encontr6 baja presencia de células CD161+
productoras de IL-17A (Th17) en los actinomiceto-
mas; sin embargo, puede apreciarse a esta citocina
en alta concentracion en la zona Il en la respuesta
inflamatoria de la lesién, por lo que la presencia
de IL-17A puede provenir de otras células.
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