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RESUMEN I

Sporothirx schenckii es un hongo dimdrfico que
causa la infeccidn subaguda y crénica llamada
esporoftricosis, caracterizada porlesiones nodulares
cutdneas y subcutdneas con implicacion linfdtica.
Las interacciones del patdégeno con el epitelio son
esenciales para las infecciones cutdneas. En este
trabajo, se estudid la interaccién entre levaduras y
epitelios. Los resultados muestran que las levaduras
de S. schenckii se adhieren alos epitelios causando
dano celular y alteraciéon en los microtUbulos
dependiente del tiempo.

ABSTRACT I

Sporothirx schenckii is dimorphic fungus that
usually causes a subacute and chronic infection
called sporoftrichosis, charactized by nodular
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lesions of cutaneuos and subcutaneous tissues
with lymphatic involvement. The interactions
of pathogen with epithelium are essential for
cutaneous infections. In this work we studied
the interaction between S. schenckii yeast with
epithelium. The results shown that yeast of S.
schenckii adhere to epithelial cells causing cell
damage and alteration in the microtubules in a
time dependent manner.

INTRODUCCION I

La esporotricosis es una micosis adquirida por la
inoculacién traumdtica de micelio o inhalacion
de conidias del hongo dimoérfico Sporothrix
schenckii. Esta micosis presenta varias formas
clinicas, siendo la mds frecuente la cutdnea,
mientras quelasistémica, se presentaenindividuos
inmunocomprometidos. (Tachibana et al.,, 2001).
La adhesidon del patdgeno es un prerrequisito
para la colonizacion y diseminacion a los tejidos
hospederos. Al respecto, el proceso de adhesion
ha sido extensamente estudiado en hongos
patdégenos como Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum (Mendes-Giannini et al., 2000), sin
embargo, poco se conoce de los mecanismos
de adhesién de S. schenckii a los tejidos. En este
trabajo se examind la interaccién de S. schenckii
con células epiteliales. Los resultados muestran
que: (1) el porcentaje de adhesion de levaduras
a los epitelios, es dependiente del tiempo y del
indbculo, (2) el patdégeno induce alteracion en
la integridad de la monocapa epitelial (3) a
nivel subcelular, afecta las fibrillas de ftubulina
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y (4) durante la interaccion el hongo presenta
diferenciacion levadura — micelio, la cual puede
estar en relacién con la patologia.

MATERIALES Y METODOS I

Cepas

Sporothrix schenckii, MP102 fue utilizado en este
estudio, siendo amablemente donado porla Dra.
Haydee Torres Guerrero del Departamento de
Parasitologia y Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la UNAM).

Condiciones de cultivo de levaduras
de S. schenckii

El estadio levaduriforme se obtuvo al inocular
1x10¢ conidias/ml a 50ml de medio YPG: Extracto
delevadura 0.3% (Difco, EUA), Peptona 1% (Hycel,
México), Glucosa 2% (Bioxdn, México) a pH 7.2
contenidos en matraces erlenmeyer de 250ml, se
incubaron a 37°C, y 170rpm de agitacién por 6
dias (Rodriguez — Del Valle et al., 1983).

Cultivo de células epiteliales

Las células epiteliales L929 (ATCC-CCLI1) son
cultivadas (1x10° células /ml) en medio D-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino
(GIBCO, EUA) y 0.1% de un cocktail de antibidticos
y antimicéticos (Microlab, México), los cultivos se
incubaron durante 48-72h a 37°C, 5% de CO, y
humedad constante (Dalle et al., 2003).

Ensayos de interacciéon Hongo - célula
blanco

Los experimentos de adhesién se realizaron en
culfivos confluentes. A la monocapa epitelial se
le adiciond 10%y 10¢/ml levaduras, la interaccion
se efectuéd a 5h, 24h y 48h. Los confroles son
cultivos de epitelios sin  levaduras. Después de
la interaccién, se examind el porcentaje de
adhesién de las levaduras vy la integridad de las
monocapas como se describe a continuacion:

Porcentaje de adhesién de hongos a la célula
blanco

Para ello, se fijaron las preparaciones con p-
Formaldehido 4% y Glutaraldehido 0.05%, se
lavaron con PBS y se tind de manera especifica
la pared de célula del hongo con blanco de
calcoflioral0.01% (SIGMA Chemical Co, EUA). Las
preparaciones se observaron en microscopio de
epifluorescencia (Nikon HFX-ll) ufilizando el filtro
V (Exc= 380-425nm). El porcentaje de adhesion
se calculd, contando por triplicado para cada
tiempo de interacciéon en particular el nUmero de
levaduras adheridas a los epitelios por campo.
Los porcentajes de adhesidn se promediaron y
se evaluaron las diferencias del promedio (+SD)
enfre las variables analizadas por la prueba de
Tukey — Kramer (Systat Software Inc. 2003; Sigma
Stat 3.0). P< 0.05 se considerd como significativo
(lorahim et al 1995).

Inmunocitoquimica para microtibulos

Después de la interaccion entre las levaduras
y los epitelios, las muestras se fijaron con p-
formaldehido 4% en glutaraldehido 0.05% y se
permeabilizaron con 0.5% Tritdn X-100 por 3 min.
Después fueron incubadas con los anticuerpos
monoclonal anti o-tubulina y anti-ratén 1gG
conjugado a FTC (Meza et al., 1982). Las
preparaciones se observaron en el microscopio
de epifluorescencia con filtro UV (Exc= 400-
420nm).

RESULTADOS ]

Adhesién de S. schenckii a epitelios

Interesados en conocer la adhesidn de las
levaduras a epitelios con respecto al tiempo,
analizamos la adhesidon del patdégeno bajo
condiciones de alto y bajo indculo (10%y 10¢
levaduras/ml), en la figura 1 se aprecia que en
ambas condiciones de inéculo, a partir de las
3h de interaccién, las levaduras se adhieren a
los epitelios en un 19% y 32%, respectivamente.
Después de 48h de interaccion, la adhesiéon
alcanzan 32% y 60%, respectivamente. Estos
experimentos sugieren que la adhesidon del
patdbgeno al epitelio se comporta de manera
tiempo e indculo dependiente.
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Figura 1. Cinética de adhesién de levaduras a epitelios. Condicién de bajo inéculo (Azul, 10° levaduras/ml) y de alto
inéculo (Tinto, 10° levaduras/ml). Experimento por triplicado. *P<0.05 Prueba de Tukey-Kramer Sigma Stat.

Figura 2. Levaduras de S. schenckii interaccionan con epitelios. Se muestra control sin levaduras (A), 5h (B), 24h
(C) y 48h (D) de interaccién con las levaduras.

Alteraciones del epitelio durante la
interaccién con levaduras S. schenckii.

La figura 2 muestra las alteraciones en
los epitelios después de la interaccién con
las levaduras a las  5h(B), 24h(C) y 48h(D) de
interaccién. Es evidente el dano a la monocapa

epitelial por el hongo, comparado con el epitelio
control (A) sin levaduras. Las alteraciones mds
severasse presentan alas 24y 48h ya que se pierde
la integridad de la monocapa. Particularmente
a las 48h se observa efecto citopdtico vy
diferenciaciéon del hongo de levadura a micelio
(Figura 2D).
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Dano del citoesqueleto de la célula epitelial por
la interaccion de levaduras

Durante la interaccién de las levaduras con
el epitelio se afecta las fibrillas de microtUbulos,
(figura 3B, Cy D) de manera tiempo dependiente.

Normalmente, el epitelio muestra un arreglo
fibrilar uniforme intracitoplasmdtico que da la
morfologia celular (figura 3A), este arreglo se
va alterando y en consecuencia, se pierde los
contactos celulares y la morfologia como se
muestra en la figura 3 (B, C y D).

Figura 3. Distribucién de microtibulos en epitelios durante interaccién con levaduras de S. schnckii. Epitelios:
A) control sin levaduras, B) 5h; C) 12h y D) 24h de interaccién con S. schnckii.

DISCUSION I

La adhesion del patdgeno es un prerrequisito
importante para la colonizacion y posterior
diseminacién hacia los tejidos hospederos. Con
el objeto de conocer mds sobre la patobiologia
de la esporotricosis, en este trabajo se analizd la
interaccién de las levaduras de S.schenckii con
epitelios. En este sentido, los resultados de las
cinéticas de inferaccién muestran claramente
que la adhesidon es dependiente del tiempo
de interaccion y del inéculo del patdgeno.
Oftro aspecto de nuestro estudio mostré que la
interaccién del patégeno afecta la integridad
y polaridad del epitelio, consecuentemente,
las uniones infercelulares se alteran y existen
cambios morfolégicos. En todo lo anterior

participa el citoesqueleto. Por ello, al analizar la
red de microtUbulos se observd que durante la
interaccidén existen cambios en el citoesqueleto.
Resultados similares han sido reportados durante
la interaccion de tejidos con ofros patdégenos
(Mendes - Giannini et al., 2000). El dano sobre
la monocapa epitelial por la interaccion de las
levaduras de S. schenckii, es posible que esté
mediado poracciénde proteasastalescomoSerin
y Aspartil proteasas, fosfatasa dcida, colagenasa
y gelatinasas, las cuales poseen funciones clave
en la patogenicidad del S. schenckii (Lima vy
Lopes Bezerra 1997). Parficularmente, nuestros
resultados muestran que al interaccionar las
levaduras con los epitelios se afecta la red
microtubular indicando dano sobre del epitelio,
esto estd en relacion con la habilidad que posee
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S. schenckii para invadir y danar a los tejidos. El
siguiente enfoque a este proyecto es elucidar
las moléculas implicadas en la adhesién epitelio
- pardsito.

CONCLUSIONES ]

A partir de la interaccion de las levaduras de
S. schenckii a los epitelios se concluye que la
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