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Introduccion

S. schenckii, es un hongo dimérfico
gue causa esporotricosis usual-
mente por implantacién traumatica
en la piel y raramente por inhalacion
de esporas que causan una infec-
ciobn pulmonar. La esporotricosis
presenta diferentes formas clinicas,
gue van de la cutanea fija a la infec-
cion sistémica. Esta ultima ocurre
en individuos inmunodeprimidos,
particularmente aquellos con sin-
drome de inmunodeficiencia adqui-
rida, en quienes es potencialmente
fatal (Morris-Jones, 2002; Silva-Ver-
gara et al., 2005).

En los mecanismos de
defensa contra S. schenckii, la
fagocitosis mediada por macréfagos
y la respuesta inmune adaptativa
juegan un papel crucial (Oda 1983;
Carlos et al., 2009). Recientemente
se reportd que la IL-12 enddgena
regula la fagocitosis de S. schenckii

por MP, evidenciada por una
disminucion de la internalizacion del
hongo cuando esta citocina fue
blogueada in vivo con anticuerpos
neutralizantes anti-IL-12, en un
modelo de infeccibn experimental
(Flores-Garcia et al., 2010).

IL-12 es producida
primariamente por fagocitos vy
células presentadoras de antigenos
en respuesta a una variedad de
agentes infecciosos  (Trinchieri,
2003; Trinchieri, 1994). Induce la
produccién de interferon gamma
(IFN-T) por células T y asesinas
naturales e induce la diferenciacion
de células T CD4+ nativas a células
Thl productoras de IFN-7
(Sthephanie, 1997). A su vez el IFN-
7 induce activacion de macréfagos,
lo cual conduce a la eliminacion de
una gran variedad de patdgenos in
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fecciosos (Goldberg et al.,, 1990;
Brown et al., 1990; Flyn, 1993).

Uno los sistemas que juegan
un papel importante en la actividad
microbicida de los  fagocitos
activados es el formado por MPO-
H,O,-cloruro. La MPO en la
presencia H,O, cataliza la oxidacion
de cloruro para producir acido
hipocloroso, el cual es un potente
agente microbicida (Klebanoff, 2005;
Hansson et al.,, 2006). La MPO es
una enzima catalitica que se
encuentra principalmente en
neutrofilos y en menor grado en mo-
nocitos. Los macréfagos carecen de
MPO, sin embargo, los macréfagos
activados internalizan la MPO libe-
rada por neutréfilos al medio extra-
celular (Marcinkiewicz, 1997). Por lo
tanto ya que IL-12 induce la activa-
cion de macroéfagos, el objetivo del
presente estudio fue analizar el
efecto in vivo de rmlL-12 sobre la
actividad de MPO de MP en gérbiles
con esporotricosis experimental.

Materiales y métodos

Animales.

Gérbiles (Meriones Unguiculatus)
machos de tres meses de edad con
peso de 65 — 70 g fueron facilitados
por el laboratorio animal del Centro

de Investigacion Biomédica de
Occidente (CIBO) en Guadalajara,
Jal.,, México. Los animales fueron
alojados en un ambiente libre de
patdbgenos y con acceso libre a
comida y agua. El experimento fue
aprobado por el comité de ética para
experimentos con animales en el
CIBO.

S. schenckii.

Las células de S. schenckii fueron
obtenidas de un cultivo aislado de un
paciente con esporotricosis linfocu-
tanea diagnosticada en el departa-
mento de dermatologia del Hospital
Juan |. Menchaca en Guadalajara,
Jalisco, México. La fase de levadu-
ras de este hongo se obtuvo por cul-
tivo en infusion cerebro-corazon
(DIFCO) a 37 °C, por 24 h. Las leva-
duras fueron lavadas tres veces con
solucion buffer de fosfatos (PBS) pH
7.4, por centrifugacion a 2000 rpm
por 5 min. El nUmero de células fue
determinado en una camara de
Neubauer y ajustadas a una con-
centracion de 1.2 x 107 células de
levadura / ml.

Infeccidn experimental.

Gérbiles machos (n=10) fueron ino-
culados en el cojinete plantar poste-
rior izquierdo con 6x10° células de
levaduras de S. chenckii suspendi-
das en 0.05 ml de solucion estéril de
NacCl al 0.15 M. Un grupo control
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(n=5), de animales no infectados,
fueron inyectados Unicamente con
NaCl al 0.15 M.

Tratamiento con IL-12 recombinante
murina (rmiL-12).

Gérbiles infectados (n=5) fueron in-
yectados intraperitonealmente (i.p.)
con 500 ng de rmIL-12 diluida en 0.3
ml SBF, diariamente por 5 dias con-
secutivos iniciando el mismo dia de
la inoculacién, mientras los otros 5
gérbiles infectados recibieron sola-
mente SBF. Los animales del grupo
control (n=5) también recibieron SBF
solamente.

Macrofagos peritoneales.

Dos semanas después de la infec-
cion, macréfagos activados con tio-
glicolato fueron cosechados de los
gérbiles por medio de lavado perito-
neal usando 10 ml de SBF estéril
(pH 7.4). Las células peritoneales
fueron lavadas dos veces por cen-
trifugacion a 200 g por 5 min y re-
suspendidas en RPMI-1640 (Sigma
St Louis, MO). La viabilidad de cé-
lulas fue valorada con tincion de azul
Trypano. Ordinariamente, mas del
95% de células colectadas fueron
viables.

Valoracion de la mieloperoxidasa.

La actividad de la MPO fue determi-
nada por el método Kaplow como ha
sido previamente descrito (Ramos-
Zepeda et al, 1986) y expresada
como porcentaje de actividad de 300
MP.

Analisis estadistico.

Los resultados son expresados en el
cuadro 1 como la media + desvia-
cion estandar (DE) de experimentos
realizados por triplicado. La diferen-
cia estadistica entre los grupos fue
evaluada por la prueba t de Stu-
dent’s, y un valor de p < 0.05 fue
considerado significativo.

Resultados

Actividad de MPO. Los resultados de
este trabajo muestran que la acti-
vidad de la MPO de MP de gérbiles
infectados no tratados con mrlL-12
fue significativamente mas baja,
cuando se compar6 con la actividad
de MPO de los macréfagos del
grupo control. (cuadros 1y 2). Por el
contrario, los MP de los gérbiles in-
fectados y tratados con rmiL-12 ex-
presaron una actividad a MPO signi-
ficativamente mas alta comparada
con los MP del grupo control.

Caudro 1. % de actividad de mieloperoxidasa de MP.

Grupos (n=5) Media DE Valor de P
Control 9.66 1.22 <0.001
Infectados no-tratados 5.98 1.10 <0.001
Infectados tratados con mriL-12 13.38 1.67 <0.0001
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Discusion

IL-12 es una citocina proinflamatoria
que es crucial en la regulacion de la
resistencia innata y la inmunidad ad-
quirida en la defensa del organismo
frente a una gran variedad de infec-
ciones (Trinchiery, 2003). Los resul-
tados de este estudio indican que
rmIL-12 administrada i.p. ejerce un
efecto sobre la actividad de MPO,
como se evidencié por un aumento
significativo de la actividad de esta
enzima en los MP de gérbiles infec-
tados con schenckii. Por el contrario,
en gérbiles infectados no tratados
con rmlL-12, sus macrofagos mos-
traron una baja actividad de MPO.
Este hallazgo es nuevo, ya que no
existen estudios previos que hayan
reportado este fenémeno en infec-
cibn experimental con este hongo
patégeno.

Los resultados sugieren que rmL-12
podria jugar un papel importante en
la eliminacién de S. schenckii por
MP, via el sistema oxidativo depen-
diente de MPO, a través de aumen-
tar la actividad de esta enzima. Esto
basado en la informacion de que la
MPO, a partir de H,O,y cloruro cata-
liza la formacion de acido hipoclo-
roso, el cual es un potente agente
microbicida (Hansson et al., 2006).

En apoyo de Ilo anterior,
estudios previos han reportado que

fagocitos deficientes en MPO
expresan in vitro una deficiencia
marcada en su actividad fungicida
contra Candida albicans (Diamond et
al., 1980). Asimismo, se ha
demostrado en ratones deficientes
en MPO, que el sistema oxidativo
dependiente de MPO es importante
in vivo para las defensas del
hospedero contra una variedad de
microorganismos, entre los que se
incluyen C. albican y Asperqgillus
fumigatus (Aratani et al., 1999;
Aratani et al., 2000; Aratani et al.).
Ademas, resultados de un estudio
mas reciente, también en un modelo
de ratones deficiente en MPO, su

gieren que esta enzima juega un pa-
pel principal en la defensa contra
Cryptococcus neoformans (Aratani,
2006).

Conclusiones

Estos datos sugieren que rmiL-12
tiene la capacidad de aumentar la
actividad de la MPO en MP durante
la infeccion experimental con S.
schenckii en este modelo animal,
sin embargo, se requiere de investi-
gacion adicional para dilucidar los
mecanismos moleculares subya-
centes involucrados en el proceso.
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