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Lactoferrina en 11 pacientes
diagnosticados con esporotricosis
cutanea

RESUMEN

Antecedentes: |a esporotricosis es una infeccion fdngica crénica cau-
sada por el complejo Sporothrix schenckii, se distingue por granulomas
epitelioides, tuberculoides o de cuerpo extrafio, formados por histiocitos
que rodean un area central de neutréfilos que contribuyen en el siste-
ma de inmunidad inespecifica. En los polimorfonucleares neutrdfilos
se encuentra la lactoferrina que ejerce una accién protectora contra
hongos y levaduras; el efecto antiflingico se atribuye a su capacidad
de secuestrar un atomo de Fe*? o Fe*?, y también puede unirse a iones
Cu*?, Zn*2 y Mn*. Existe evidencia de que la lactoferrina aumenta la
actividad fagocitica de los neutréfilos sanguineos, la actividad de las
células NK, el niimero de células progenitoras de neutréfilos en la sangre
y la produccién de interferén gamma, es capaz de mostrar actividad
antimicrobiana en un amplio espectro de agentes patégenos, entre
los que se incluyen bacterias, levaduras, hongos, protozoarios y virus.

Objetivo: demostrar la existencia de lactoferrina sobre las levaduras
de Sporothrix sp, presentes en los cortes histolégicos de pacientes con
esporotricosis cutanea.

Material y método: estudio retrospectivo en el que se usaron 11 biopsias
de pacientes con diagnéstico de esporotricosis cutanea, atendidos en
el Centro Dermatolégico Ladislao de la Pascua y el Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzélez. Se realizaron dos cortes por biopsia, uno
para la realizacion de la técnica de PAS y el otro para el marcaje de
lactoferrina. Se utiliz6 el paquete comercial Cell and Tissue Staining Kit,
Goat Kit HRP-AEC System (catalogo nimero CTS009) R&D Systems, y
el anticuerpo primario fue el 1gG policlonal anti-lactoferrina humana
hecho en cabra por los laboratorios Santa Cruz Biotechnology.

Resultados: encontramos lactoferrina adherida a las levaduras de
Sporothrix sp, previamente observadas por la reaccion de PAS en los
cortes estudiados de los 11 pacientes diagnosticados con esporotricosis.

Conclusién: la lactoferrina presente en los granulos especificos de los
neutrdfilos polimorfonucleares la encontramos adherida a las levaduras
del complejo Sporothrix schenckii, ejerciendo la funcién de secuestro
de iones Fe*? y Fe*?, tratando de evitar el desarrollo y la proliferacién
de este hongo en la esporotricosis cutanea.
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Lactoferrin in 11 patients diagnosed with
cutaneous sporotrichosis

ABSTRACT

Background: Sporotrichosis is a chronic fungal infection caused by
the Sporothrix schenckii complex, is characterized by the presence of
granulomas of epithelioid, tuberculoid or foreign body composed of
histiocytes surrounding a central area of neutrophils that contribute to
the non-specific immune system. Neutrophils are in lactoferrin which
exerts a protective action against fungi and yeasts, attributing the
antifungal effect to its ability to sequester an atom of Fe*? or Fe*?, and
they can also join to Cu*?, Zn** and Mn* ions. There is evidence that
lactoferrin activity increases blood neutrophil phagocytic activity of NK
cells, the number of cells progenitors of neutrophils in the blood and
the production of gamma interferon; it is able to display antimicrobial
activity on a broad spectrum of pathogens among including: bacteria,
yeasts, fungi, protozoa and viruses.

Objective: To demonstrate the presence of lactoferrin in Sporothrix sp
yeasts present on the histological sections of patients with cutaneous
sporotrichosis.

Material and method: A retrospective study in which 11 biopsies of
patients with diagnosis of cutaneous sporotrichosis attended at Der-
matological Center Ladislao de la Pascua and General Hospital Dr.
Manuel Gea Gonzélez, both in Mexico City, were included. Two cuts
were made by biopsy, one for the realization of the technique of PAS
and the other for the marking of the lactoferrin. We used the commercial
kit Cell and Tissue Staining Kit, Goat Kit HRP-AEC System (catalog no.
CTS009) R&D Systems, and the primary antibody that was used was
the IgG polyclonal anti-human lactoferrin made in goat by Santa Cruz
Biotechnology laboratories.

Results: We found the presence of lactoferrin on yeasts of Sporothrix
sp, previously observed by the reaction of PAS in the studied sections
of the 11 patients, already diagnosed with sporotrichosis.

Conclusion: It was found lactoferrin present in the specific granules of
polymorphonuclear neutrophils attached to the yeasts of the Sporothrix
schenckii complex, engaged in kidnapping of ions Fe*? and Fe*’ func-
tion, trying to prevent the development and proliferation of this fungus
in the cutaneous sporotrichosis.

Key words: Sporothrix schenkii, cutaneous sporotrichosis, lactoferrin.

ANTECEDENTES piel a causa de un traumatismo ocasionado con

material organico contaminado, también se han
La esporotricosis es una infeccion flingica créni- reportado casos de esporotricosis ocasionados
ca causada por el complejo Sporothrix schencki' por mordedura de animales (gatos y roedores)
(Figuras 1y 2), que generalmente penetra por la y por picadura de insectos; se distingue por
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Figura 1. Morfologia microscépica de Sporothrix
schenkii.

Figura 2. Levaduras de Sporothrix schenkii

nodulos cutaneos o subcutaneos ulcerados, eri-
tematosos, verrugosos o ambos, con frecuencia
asociados con afectacion linfatica nodular. En
ocasiones puede penetrar por via inhalatoria
causando neumonitis granulomatosa.?

La esporotricosis cutanea se distingue por granu-
lomas epitelioides, tuberculoides o de cuerpo
extrano. El caracteristico de la esporotricosis esta
formado por una masa de histiocitos que rodean
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un area central de neutréfilos o material necré-
tico rodeado de neutréfilos, células plasmaticas
y linfocitos con una levadura. El granuloma tu-
berculoide tiene un drea central y esta rodeado
de fibroblastos, células epitelioides, linfocitos y
células gigantes de Langerhans.

La visualizacion del hongo en el tejido es muy
dificil porque se encuentra en poca cantidad y se
requiere el examen de mdltiples cortes, excepto
en muestras de pacientes inmunodeprimidos o
con esporotricosis diseminada, en los que el
ndmero de organismos suele ser mas abundante.?

El cuerpo asteroide esporotricésico se ha estudia-
do y definido como una estructura levaduriforme
rodeada de un halo eosinofilico radiado PAS-
positivo, provocado por el proceso conocido
como fenémeno de Splendore-Hoeppli. Este
halo probablemente es producto de la desinte-
gracion de las células huésped y se considera una
reacciéon antigeno-anticuerpo (Figura 3). Puede
ocurrir en otras micosis, por lo que se considera
patognomonico de esporotricosis, en la que se
encuentra en 40 a 50% de los casos.*

En estas infecciones es importante conocer como
la inflamacion juega tres papeles esenciales, el
primero consiste en entregar moléculas efectoras
y células al sitio de infeccion, y asi aumentar la

Figura 3. Cuerpos asteroides en esporotricosis. A.
Cuerpo asteroide de Sporothrix schenkii por la técnica
de H-E. B. Cuerpo asteroide de Sporothrix schenkii por
la técnica de Ziehl-Neelsen.
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muerte de los microorganismos invasores por
macrdéfagos, el segundo es proporcionar una
barrera fisica en la forma de microcoagulacién
vascular para prevenir la diseminacion de la
infeccion en el sistema sanguineo y el tercero
es remover el tejido dafiado. Por sus caracte-
risticas de duracion y células que participan, la
inflamacién se clasifica en aguda y crénica. La
inflamacién aguda es un proceso rapido, relati-
vamente corto y se distingue por la exudacion de
un fluido y migracién de leucocitos, inicialmente
netréfilos, mientras que la inflamacién crénica se
extiende por un periodo prolongado y se asocia
con la infiltracion de linfocitos y macrdéfragos,
proliferacién de vasos sanguineos vy fibrosis. La
inflamacién se termina cuando el invasor es
eliminado y los mediadores secretados son remo-
vidos; sin embargo, muchos factores modifican
el curso y apariencia morfoldgica, asi como el
patrén de terminacion y duracion de ésta.>®

Los leucocitos polimorfonucleares contribuyen
en el sistema de inmunidad inespecifica por
su movilidad, su capacidad para ingerir par-
ticulas (fagocitosis) y destruirlas. Esta dltima
propiedad es dependiente de productos de
su metabolismo oxidativo, pero esta también
medida por proteinas de sus granulos.” En 1975
Baitron mencioné que en granulos especificos
de polimorfonucleares de conejo se encuentra
colagenasa, fosfatasa alcalina, lisozima y lac-
toferrina, mientras que los granulos azurdfilos
contienen mieloperoxidasa, p-glucuronidasa,
B-galactosidasa, hidrolasas acidas, proteinas
catiénicas y lisozima.®'°

La lactoferrina es una glicoproteina monomérica
no hémica que se une con el hierro, es sintetiza-
da por neutréfilos y células acinares epiteliales.™
Esta proteina se ha detectado en muchas de las
secreciones provenientes de las superficies de
las mucosas humanas.' En estudios in vitro se
ha observado que la lactoferrina es capaz de
mostrar actividad antimicrobiana en un amplio
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espectro de agentes patégenos, entre los que
se incluyen bacterias, levaduras, hongos proto-
zoarios y virus."

El efecto bacteriostatico relativo a la inhibicion
de la multiplicacion bacteriana esta relacionado
con su capacidad de capturar Fe** (ion férrico),
que es esencial para el crecimiento y expresion
de virulencia de algunos agentes patégenos. El
efecto bactericida radica en la capacidad de la
lactoferrina de interactuar con cationes divalen-
tes como Ca?*, que contribuyen a estabilizar la
superficie bacteriana y componentes bacterianos
con carga negativa, como el lipopolisacérido.
Esta interaccién desorganiza y desestabiliza
la superficie celular causando la pérdida de la
permeabilidad y finalmente la muerte celular.'"*

A nivel sistémico y local, la lactoferrina modula
in vivo la funcion de componentes humorales
y celulares de la respuesta innata —como neu-
tréfilos, células asesinas naturales, linfocitos
T, interferén y interleucina 18- y adaptativa
a través de anticuerpos, linfocitos Th1/Th 2 y
B. La accién reguladora de la lactoferrina ha
despertado creciente interés en el area clinica
por sus potenciales aplicaciones profilacticas
y terapéuticas para el control de infecciones.

El objetivo de este articulo es demostrar la
existencia de lactoferrina en las levaduras de
Sporothrix sp, presentes en los cortes histolgicos
de pacientes con esporotricosis cutanea.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo en el que se usaron 11
biopsias de pacientes con diagnéstico de es-
porotricosis cutdnea, atendidos en el Centro
Dermatoldgico Ladislao de la Pascua y el Hos-
pital General Dr. Manuel Gea Gonzélez. Se
realizaron dos cortes por biopsia, uno para la
realizacion de la técnica de PAS vy el otro para
el marcaje de lactoferrina.
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Técnica de acido peryédico-Schiff (PAS)'®

Se desparafina y trata con acido peryédico a
0.6% durante 10 minutos; se lava, seca, agrega
reactivo de Schiff por 15 minutos en la oscuridad;
después se lava con agua sulfurosa y con agua
destilada. Se colorea con hematoxilina de Harris
uno o dos minutos y luego se lava, se adiciona
amarillo de metilo durante tres minutos y se lava
con agua acidulada y destilada. Se deshidrata
y monta.

Las estructuras y compuestos PAS positivos (poli-
sacaridos) se observan de color rosa, los niicleos
azules y el citoplasma amarillo.

Marcaje por inmunohistoquimica para
lactoferrina

Para el marcaje de la enzima lactoferrina se
utilizé el paquete comercial Cell and Tissue
Staining Kit, Goat Kit HRP-AEC System (catdlogo
nimero CTS009) R&D Systems. El anticuerpo
primario fue el 1gG policlonal anti-lactoferrina
humana, hecho en cabra con una concentracién
de 200 pg/mL por los laboratorios Santa Cruz
Biotechnology.

RESULTADOS

Las microfotografias se obtuvieron de biopsias
de 11 pacientes con esporotricosis cutanea, a
las que se realizaron dos cortes a cada una, uno
para la realizacion de la técnica de PAS, con la
que se diagnosticd, y el otro para la realizacion
del marcaje inmunohistolégico con IgG anti-
lactoferrina humana hecho en cabra, y utilizando
el paquete comercial Cell and Tissue Staining
Kit, Goat Kit HRP-AEC System (catédlogo nimero
CTS009) R&D Systems.

El diagnéstico se efectué mediante la técnica de
PAS para observar las levaduras en los tejidos
de los pacientes y tomar como positivas estas
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muestras para la busqueda de la lactoferrina en
las mismas (Figura 4).

Técnica de PAS

Al realizar la técnica inmunohistoquimica para
demostrar la existencia de lactoferrina en 11
pacientes diagnosticados con esporotricosis
cuténea, a los que ya se les habian encontrado
levaduras por la técnica de PAS, encontramos
lo siguiente: una coloracion roja que muestra la
existencia de lactoferrina (leucocitaria) porque
se uso la técnica de avidina-biotina y peroxidasa.
Se usé marcaje con IgG anti-lactoferrina humana
hecho en cabra y se utiliz6 el paquete comercial
Cell and Tissue Staining Kit, Goat Kit HRP-AEC
System (catalogo ntimero CTS009) R&D Systems
(Figura 5).

DISCUSION

En la visualizacion del hongo en el tejido se
observan células levaduriformes con forma de
cigarro y con mililtiples gemaciones de 3 a 5
mm de diametro.

Asimismo, en los neutréfilos se encuentra la lac-
toferrina y en pequenas cantidades en el plasma
sanguineo (0.2 pg/L); es una glicoproteina de
80 kDa, producida por las células epiteliales de
las mucosas de los mamiferos. Pertenece a la
familia de las proteinas transportadoras de hierro,
denominadas transferrinas.'®'8 Se piensa que la
lactoferrina plasmatica tiene dos origenes, el pri-
mero es la liberacién por parte de los neutréfilos,
en respuesta al ataque microbiano.’?° Por otro
lado, la lactoferrina que ha cumplido su vida
media es transportada a través de la sangre hacia
el higado, donde es reconocida por receptores
especificos que la retiran de la circulacién.”™%
La molécula de lactoferrina esta integrada por
una cadena polipeptidica simple, plegada en
dos l6bulos globulares simétricos (I6bulos Ny
C) conectados por una regién bisagra.?*?* Cada
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Figura 5. Lactoferrina en cada paciente.

[6bulo es capaz de unir un atomo de Fe*? o Fe*?,
aunque también puede unirse a iones Cu*?, Zn*2
y Mn*2.1617 Posteriormente se comprobd que
la lactoferrina es un componente importante
del sistema inmunitario innato, que muestra
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes,
antibacterianas y antivirales, entre otras.'®17.2324

&L = N
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La lactoferrina también ejerce una accion pro-
tectora contra hongos y levaduras. Los primeros
estudios al respecto se realizaron con el género
Candida spp. Kirkpatrick y su grupo,? junto
con otros investigadores, atribuyeron el efecto
antifingico de la lactoferrina a su capacidad
de secuestrar Fe.?*2° Posteriormente se observo
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que la apolactoferrina es capaz de eliminar C.
albicans y C. krusei, alterando la permeabilidad
de superficie celular, de manera similar a como
ocurre en las bacterias. Existe evidencia de que
la lactoferrina aumenta la actividad fagocitica
de los neutrofilos sanguineos, la actividad de las
células NK, el nimero de células progenitoras
de neutdfilos en la sangre y la produccion de
interferon gamma.3-33

La lactoferrina tiene efecto bactericida (frena la
proliferacién de hongos y virus), bacteriostatico
y antifdngico (liga iones fierro, privando de un
nutriente esencial a las bacterias, inhibiendo
su crecimiento), antiviral (se une a la particula
viral impidiendo que se adhiera a la célula
hospedera),* e inmunomoduladora (modula la
inflamacién por inhibicién de la migracién de
células de Langerhans).?

La importancia de encontrar lactoferrina en las
levaduras presentes en la esporotricosis cutdnea
humana puede ser evitar la proliferacién del
hongo en levadura o evitar el cambio a su forma
filamentosa y su crecimiento.

Asimismo, al observar los cortes de estos 11
pacientes que previamente sabiamos que se
encontraban las levaduras, encontramos la
lactoferrina unida a las levaduras mediante esta
técnica, facilitando asi la observaciéon de la
levadura en el tejido porque da una coloracion
roja facil de localizar en un fondo azul y podria
ser una técnica auxiliar en el diagnéstico para
manifestar la existencia del agente etiolégico de
esta y otras micosis porque se encontr6 en todos
los casos estudiados.

CONCLUSION

La lactoferrina presente en los granulos espe-
cificos de los neutréfilos polimorfonucleares la
encontramos adherida a las levaduras del com-
plejo Sporothrix schenckii, ejerciendo la funcién
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de secuestro de iones Fe*? y Fe*3, tratando de
evitar el desarrollo y la proliferacion de este
hongo en la esporotricosis cutanea.
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